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RÉSUMÉ 
Caractérisation in vivo du mécanisme d'action du métallorégulateur Fepl 
Par Mehdi Jbel 
Département de Biochimie 
Université de Sherbrooke 
Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé 
en vue de l'obtention du diplôme de Philosophiae Doctor (Ph.D.) en Biochimie 
Parmi les oligo-éléments, le fer est un composé nécessaire pour la survie de presque 
tous les organismes vivants. L'importance du fer est révélée par la multiplicité des processus 
biochimiques qui l'utilisent comme cofacteur. Bien que le fer soit un métal indispensable, sa 
biodisponibilité demeure très limitée. Pour faire face à ce problème, les organismes vivants 
ont développé des stratégies multiples pour acquérir efficacement le fer de l'environnement. 
Chez la levure modèle Schizosaccharomyces pombe, lorsque le fer se raréfie, 
l'acquisition du fer se fait par un système de haute affinité. Ce type de transport met en jeu 
deux sentiers distincts. Le premier dépend de la présence d'une férriréductase de surface, 
alors que le second requiert des transporteurs de complexes fer-sidérophores. La régulation 
de ces systèmes d'acquisition dépend du facteur de transcription Fepl. Lorsque la cellule fait 
face à un excès de fer, Fepl se lie aux promoteurs des gènes qui codent pour les transporteurs 
de fer afin de réprimer leur transcription. Lors d'une carence en fer, la répression 
transcriptionnelle associé à Fepl est levée, de même que l'expression du gène fepl+ se voit 
réprimée par le facteur Php4. Par contre, la régulation Php4-dépendante ne suffît pas à elle 
seule à expliquer l'inactivation de Fepl. En effet, en absence de Php4, l'activité de Fepl 
demeure régulée selon le statut en fer, suggérant un autre niveau de régulation post-
traductionnelle de cette protéine. 
L'objectif de mes travaux de doctorat était d'approfondir les connaissances sur le 
mode d'action du répresseur transcriptionnel Fepl et de découvrir les mécanismes post-
traductionnels par lesquels son activité serait régulée. 
Mes travaux ont été entrepris dans un contexte génétique php4A, où la régulation 
Php4-dépendante a été abolie. Ceci a permis d'exprimer Fepl constitutivement et par 
conséquent d'étudier les effets directs du fer sur la protéine en la découplant de sa régulation 
transcriptionelle par Php4. Dans le but de mieux caractériser la fonction de liaison à l'ADN 
de Fepl dans un contexte in vivo, j'ai procédé par une approche d'immunoprécipitation de la 
chromatine (ChIP). Grâce à une protéine de fusion TAP-Fepl, j'ai démontré que Fepl 
s'associe à la chromatine de manière fer-dépendante. En utilisant différentes versions 
mutantes de la protéine TAP-Fepl, j'ai démontré que la région N-terminale de Fepl est 
X 
requise pour la liaison à la chromatine, cette région couvrant les 241 premiers acides aminés. 
Le rôle de la région C-terminale serait d'assurer la répression transcriptionnelle des gènes 
cibles étant donné qu'elle s'associe avec les corépresseurs Tup. Au niveau de la région N-
terminale de Fepl, plusieurs motifs sont nécessaires pour une liaison optimale de Fepl à la 
chromatine, notamment, deux doigts de zinc (ZF1 et ZF2) et une région riche en résidus 
cystéines (CRD). Lorsque la région 1-241 est fusionnée au domaine VP 16 de transactivation, 
cette nouvelle protéine agit comme un activateur fer-dépendant, ce qui suggère que le 
domaine de liaison à la chromatine de Fepl agit de façon modulaire et ce, indépendamment 
de la région C-terminale de la protéine. 
Afin d'élucider le mécanisme post-traductionnel impliqué dans l'inactivation de Fepl 
en situation de carence de fer, j'ai procédé par une approche génétique. Grâce à une délétion 
du gène qui code pour la monothiolglutarédoxine Grx4, j'ai pu démontrer son rôle dans 
l'inactivation de Fepl en réponse à la carence en fer. En effet, dans une souche grx4A, Fepl 
agit comme un répresseur transcriptionnel constitutif. J'ai pu démontrer que la présence de 
Grx4 est nécessaire pour assurer le relargage de Fepl de la chromatine en réponse à la 
carence en fer. La monothiolglutarédoxine, Grx4, est caractérisée par la présence de deux 
domaines fonctionnels: un domaine en N-terminal appelé thiorédoxine (TRX) et un domaine 
C-terminal appelé glutarédoxine (GRX). L'étude d'interaction de Fepl avec Grx4 a révélé 
que le domaine TRX interagit avec la région C-terminale de Fepl et ce, de manière 
constitutive. Par contre, le domaine GRX de Grx4 s'associe avec la région N-terminale de 
Fepl et ce, d'une manière fer-dépendante. De plus, dans une souche grx4A, le domaine GRX 
s'est révélé être nécessaire à la fonction d'inhibition de Fepl en réponse à la carence en fer. 
Le régulateur Fepl possède plusieurs homologues fonctionnels potentiels chez les 
levures filamenteuses pathogènes, notamment Sful chez Candida albicans. Grâce à 
l'expression de la protéine Sful dans une souche fepl A, nous avons révélé le haut degré de 
conservation entre ces deux facteurs de transcription. En effet, l'expression hétérologue de 
Sful dans S. pombe restaure tous les phénotypes observés suite à l'inactivation du gène 
fepl+. 
En conclusion, durant mes travaux de doctorat, j'ai caractérisé des déterminants 
moléculaires qui dictent la fonction du répresseur transcriptionnel Fepl. Ainsi, j'ai déterminé 
des régions nécessaires de Fepl qui assurent sa liaison à la chromatine. J'ai aussi identifié un 
nouveau mécanisme de régulation post-traductionnelle de Fepl faisant intervenir la 
monothiolglutarédoxine Grx4. De plus, j'ai démontré le potentiel qu'offre la compréhension 
des mécanismes de régulation de l'homéostasie du fer chez la levure à fission, puisque ce 
modèle peut être transposé jusqu'à un certain degré aux autres levures pathogènes, 
notamment, C. albicans. Enfin, étant donné l'importance de l'assimilation du fer pour le 
pouvoir infectieux de plusieurs levures pathogènes, il devient évident que les modes de 
régulation de l'acquisition du fer doivent être élucidés afin de contrer les levures pathogènes. 




1. Propriétés générales du fer 
Le fer est un élément chimique qui fait partie de la famille des métaux de transition 
regroupant les éléments du bloc d du tableau périodique. Ces éléments ont la particularité 
de posséder une sous couche électronique d non saturée. Les atomes de ce groupe ont 
tendance soit à compléter leur couche externe (gain d'électrons), soit à réarranger une 
couche inférieure (perte d'électrons) afin de retrouver un état électronique plus stable. Cette 
caractéristique fait des métaux de transitions des éléments hautement réactifs contrairement 
aux éléments chimiques pour lesquels la couche électronique externe est saturée, comme 
par exemple les gaz rares (e.g hélium, néon et argon). De ce fait, le fer se présente 
principalement sous deux valences, la formé oxydée (Fe3+, ion ferrique) et la forme réduite 
(Fe2+, ion ferreux) (BLEACKLEY et MACGILLIVRAY, 2011). La première forme est 
celle pour laquelle il y a eu une perte d'un électron, alors que la seconde forme est celle 
pour laquelle il y a eu un gain d'un électron. Cette propriété d'échange d'électrons fait du 
fer un cofacteur de choix pour de nombreuses réactions d'oxydoréductions, notamment les 
réactions biochimiques impliquant le transport des électrons telles que les réactions 
constituant la chaîne de la phosphorylation oxydative, i.e la respiration. 
Le fer représente un des éléments chimiques les plus abondants à l'échelle de notre 
planète après l'oxygène et l'azote (dans l'atmosphère), le silicium et l'aluminium (dans la 
croûte terrestre). Malgré cette abondance, le fer demeure très inaccessible puisqu'en 
présence d'oxygène, il tend à s'auto-oxyder pour former des polymères d'oxyde de fer dans 
lesquels le fer se présente sous sa forme ferrique. Parmi ces composés, on peut noter les 
exemples de l'hématite (FeiOs), de la magnétite (Fe304) et de la limonite (Fe203-nH20), 
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qui sont aussi appelés hydroxydes de fer (SPIRO et al, 1966). Dans des conditions 
physiologiques, i.e. à pH neutre, en présence d'oxygène et dans un milieu aqueux, le fer 
adopte la forme de polymères insolubles d'hydroxydes de fer pour lesquels la solubilité 
reportée est de 10"18 M (KAPLAN et KAPLAN, 2009). De ce fait, la biodisponibilité du fer 
dans l'environnement demeure très limitée, obligeant les organismes vivants à user de 
différentes stratégies afin de le rendre sous une forme assimilable. 
Dans la prochaine section, je vais décrire l'importance du fer et de son homéostasie 
afin de maintenir le bon fonctionnement du métabolisme et le maintien de la vie cellulaire. 
2. Le fer : un élément essentiel à la survie cellulaire 
Au même titre que les éléments essentiels aux réactions biochimiques, e.g. 
NADH/H+, NADPH/H+ et FADH/H* qui permettent un transfert d'électrons nécessaires à la 
catalyse enzymatique, l'ion du fer représente un cofacteur indispensable. Grâce à son 
habilité à donner ou recevoir un électron (Fe3+ /Fe2+), il assure des transferts d'électrons 
efficaces dans plusieurs réactions enzymatiques essentielles. Le fer utilisé par les enzymes 
fer-dépendantes peut se présenter sous la forme d'un ion inorganique, d'un groupement fér-
soufre (Fe-S) ou encore, d'un groupement prosthétique d'hème. Parmi les processus 
biochimiques fer-dépendants, on peut noter des voies de biosynthèse de macromolécules 
comme celles des acides aminés, des lipides et des acides nucléiques (SHAKOURY-
ELIZEH et al, 2010). 
Paradoxalement, la grande réactivité du fer fait de lui aussi un agent toxique 
lorsque sa concentration devient excédentaire aux besoins de la cellule. En effet, les atomes 
de fer en excès vont saturer les organelles d'entreposage, tels que la vacuole, ainsi que les 
sites de liaisons au niveau des protéines qui l'utilisent ou qui l'entreposent, tels que la 
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ferritine humaine. Étant donné que le milieu intracellulaire représente un environnement 
réducteur, le fer non lié se trouvera sous la forme d'ions réduits (Fe2+). Ces ions très réactifs 
sont facilement oxydés par des molécules de peroxyde d'hydrogène (H2O2) générant à la 
fois un ion hydroxyle ("OH) et un radical hydroxyle ( OH), selon une réaction dite de 
Fenton : H202 + Fe2+ -* OH + Fe3* + "OH (HALLIWELL et GUTTERIDGE, 1992). Ces 
radicaux libres sont à la base d'un processus chimique appelé le stress oxydatif, qui résulte 
en des dommages au niveau de macromolécules telles que les protéines, les acides 
nucléiques et les lipides. Il existe toutefois des mécanismes de défense qui permettent à une 
cellule de prévenir le stress oxydatif, notamment grâce à des molécules anti-oxydantes 
comme les vitamines C et E ou bien, grâce à des activités enzymatiques comme la 
/ 
superoxyde dismutase et la catalase (GALARIS et PANTOPOULOS, 2008). Ces 
mécanismes peuvent cependant devenir inefficaces lors d'un surplus en fer, d'où 
l'importance de mécanismes de régulation de l'acquisition et de l'entreposage du fer. 
L'homéostasie du fer revêt aussi une grande importance pour la santé humaine. 
Toute dérégulation de cet équilibre se traduit par de graves conséquences, notamment des 
maladies neurodégénératives, des cardiomyopathies ainsi que des déformations de certains 
membres (ZECCA et al., 2004). Dans la plupart des cas, ce déséquilibre est la conséquence 
de tares génétiques héréditaires dont les mutations touchent des composantes importantes 
impliquées dans l'homéostasie du fer. On peut citer par exemple l'hémochromatose 
héréditaire, caractérisée par une surcharge de fer dans l'organisme, due à une absorption 
intestinale excessive et la formation de dépôts de fer au niveau des organes. Cette maladie 
génétique touche le gène qui code pour la protéine HFE. La mutation C282Y dans le gène 
HFE produit une protéine défectueuse, qui normalement, serait impliquée dans l'activation 
de la production de l'hepcidine, une hormone responsable de la régulation systémique du 
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fer. Un autre exemple est l'ataxie de Friedreich qui touche une chaperonne mitochondriale, 
la frataxine, qui lorsqu'elle est défectueuse, cause une accumulation du fer au niveau de cet 
organite jusqu'à son bris de fonction. 
La régulation de l'homéostasie du fer chez tous les organismes se fait par un 
contrôle rigoureux de son assimilation, mais aussi de son entreposage, puisqu'il n'existe 
pas de mécanisme d'excrétion du fer (DE DOMENICO et al., 2008). Les stratégies de 
régulation adoptées peuvent différer d'un organisme à un autre et elles peuvent s'opérer par 
un contrôle transcriptionnel ou bien post-transcriptionnel (KAPLAN et KAPLAN, 2009). 
Dans le cas particulier de la levure à fission Schizosaccharomyces pombe, les niveaux 
homéostatiques du fer sont maintenus par une régulation transcriptionnelle. Les 
mécanismes par lesquels la levure à fission peut acquérir le fer extra-cellulaire ainsi que 
ceux impliqués dans le maintien de l'homéostasie du fer vont être discutés dans la section 
4. 
3. La levure à fission Schizosaccharomyces pombe comme modèle d'étude 
La levure à bourgeon Saccharomyces cerevisiae et la levure à fission 
Schizosaccharomyces pombe représentent les deux modèles de levures les plus utilisés dans 
le domaine de la recherche des sciences de la vie. Ces deux levures sont des organismes 
unicellulaires eucaryotes qui possèdent plusieurs sentiers biochimiques et processus 
cellulaires conservés lorsqu'ils sont comparés aux eucaryotes supérieurs. Leur popularité 
émane en grande partie de leur facilité d'utilisation et de leur grande maniabilité génétique 
comparativement aux lignées cellulaires humaines. Ces levures présentent aussi une 
organisation intracellulaire similaire à celle des cellules des eucaryotes supérieurs, 
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puisqu'on retrouve la présence d'organelles internes bien définies, e.g. noyau, mitochondrie, 
reticulum endoplasmique et appareil de Golgi (FORSBURG, 2005). 
Parmi les avantages liés à l'utilisation des levures, on peut citer la facilité avec 
laquelle on peut effectuer l'inactivation ou la délétion d'allèles (par des techniques de 
recombinaisons homologues), ce qui permet, notamment, d'identifier la fonction de 
nouveaux gènes. La complémentation génique peut aussi se faire grâce à la réintroduction 
de copies du gène que l'on aura modifié ou conservé intact, ce qui permettra des études de 
fonctionnalité très fines. La possibilité de maintenir les levures à l'état haploïde ou diploïde 
est également un avantage afin de diminuer les étapes lors des manipulations sur les 
génomes via des étapes d'intégration, de délétion ou encore, de fusion du matériel 
génétique. Outre le potentiel génétique offert par ces levures, leur utilisation s'avère 
beaucoup plus économique comparativement à celle des lignées cellulaires de mammifères. 
En effet, elles sont facilement cultivables sur des milieux nutritifs simples, en plus d'avoir 
des temps de génération rapide qui est d'environ 90 minutes sur les milieux riches. 
Historiquement, l'utilisation de la levure à bourgeon comme organisme modèle est 
plus ancienne que celui de la levure à fission. En effet, si la première a commencé à être 
utilisée dans les laboratoires de recherche au début des années 1930, l'utilisation de la 
deuxième a débuté au début des années 1950 (FORSBURG» 2005; YANAGIDA, 2002). 
L'exploitation de ces levures a été rendue encore plus facile avec la détermination de la 
séquence de leur génome. En effet, la levure à bourgeon Saccharomyces cerevisiae fut le 
premier organisme eucaryote à voir son génome entièrement séquencé (GOFFEAU et al, 
1996). La levure à fission, quand à elle, a été le sixième organisme à être séquencé (WOOD 
et al, 2002). La séquence du génome de S. pombe fut publiée en 2002 par un consortium 
de l'Institut Sanger à Cambridge (WOOD et al., 2002). La disponibilité de la séquence du 
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génome a permis aussi l'étude à grande échelle des profils d'expression génique et des 
variations du transcriptome grâce à l'utilisation des puces à ADN (CHEN et al, 2003; 
HEICHINGER et al, 2006; MATA et BAHLER, 2006; NUGENT et al, 2010; RUSTICI 
et al, 2004; RUSTICI et al, 2007). L'utilisation de S. pombe a permis à la communauté 
scientifique de constater qu'elle partage un nombre plus élevé d'éléments qui s'apparentent 
davantage aux organismes eucaryotes multicellulaires, ce qui fait d'elle un modèle très 
attrayant. Dans ce qui suit, je vais discuter de quelques propriétés intéressantes de S. 
pombe. 
Une différence majeure entre les deux levures S. pombe et S. cerevisiae réside dans 
la manière avec laquelle leurs génomes ont évolué. En effet, des études dans le champ de 
recherche de la génomique comparative ont révélé l'existence de plusieurs différences. Au 
cours de l'évolution, la levure S. cerevisiae a subi une duplication complète de son génome 
comparativement à S. pombe (KELLIS et al., 2004; WOLFE et SHIELDS, 1997; WOOD et 
al, 2002). De ce fait, chez S. pombe, les gènes paralogues et la redondance génétique sont 
très rares. Les événements génétiques qu'auraient subis ces deux levures durant leur 
évolution avantagent donc les études dans S. pombe puisqu'elle possède moins de 
redondance. Cette caractéristique permet une plus grande facilité pour les études 
fonctionnelles associées à des groupes de gènes impliqués dans plusieurs processus 
cellulaires. De façon plus intriguante, des chercheurs ont observé que pour le génome de S. 
cerevisiae, on assiste à une perte de plusieurs familles de gènes conservés entre S. pombe et 
les métazoaires. Plusieurs de ces gènes sont associés aux signaux de transduction 
(signalosome), au protéasome, ou encore à la machinerie de l'épissage alternatif et aux 
mécanismes de l'ARN interférence (e.g Dicer (Dcrl) et Argonaute (Agol)) (ARAVIND et 
al, 2000; HALL et al, 2002; WOOD et al, 2002). De plus, S. pombe possède plusieurs 
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autres propriétés génétiques qui font d'elle un modèle plus adéquat pour les eucaryotes 
supérieurs. Parmi ces propriétés, on peut noter la présence d'introns dans plus de 40% des 
gènes (contrairement à environ 5 % chez S. cerevisiae). Une autre caractéristique de S. 
pombe est la longueur des éléments structuraux de ses chromosomes, tels que les origines 
de réplication et les centromères, qui sont particulièrement longs et dégénérés (CLYNE et 
KELLY, 1995; GILBERT, 2001; HEGEMANN et FLEIG, 1993). Ces structures sont 
semblables à celles des métazoaires : leur longueur se compte en plusieurs kilobases 
comparativement à celles retrouvées chez S. cerevisiae, qui sont beaucoup plus courtes et 
moins similaires à celles des métazoaires. Un autre aspect particulier de & pombe est son 
mode de division cellulaire binaire via la formation d'un septum, qui est très similaire au 
mode de division des cellules des eucaryotes supérieurs. Par contre, chez S. cerevisiae, la 
division cellulaire s'effectue par un bourgeonnement (FORSBURG, 2005). 
Toutes les caractéristiques de S. pombe énumérées plus haut ont permis à cet 
organisme de gagner sa place de modèle dans beaucoup de champ d'études* notamment 
l'étude du cycle cellulaire, l'étude des modifications post-traductionnelles, les mécanismes 
d'épissage alternatif et les mécanismes d'ARN interférence. 
De la même manière, l'intérêt des chercheurs pour l'étude de la régulation de 
l'homéostasie des métaux chez S. pombe a énormément gagné en popularité. De façon 
intéressante, les mécanismes de régulation de l'assimilation du fer chez S. pombe se sont 
avérés très similaires à ceux retrouvés chez les levures filamenteuses et pathogènes pour 
l'homme (LABBÉ et al., 2007). Chez S. cerevisiae et S. pombe, le mode de régulation des 
systèmes d'acquisition du fer s'opère principalement au niveau transcriptionnel, cependant il 
existe une différence majeure dans les mécanismes impliqués. Chez S. cerevisiae, la 
régulation est assurée par un activateur transcriptionnel Aftl (YAMAGUCHI-IWAI et al, 
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1995). Par contre, chez S. pombe, la régulation est assurée par un répresseur 
transcriptionnel Fepl (PELLETIER et al., 2002). Tel que mentionné ci-haut, contrairement 
à S. cerevisiae, le mode de régulation adopté par S. pombe est très conservé chez les levures 
pathogènes filamenteuses, notamment Aspergillus nidulans et fumigatus, Cryptococcus 
neoformans, Histoplasma capsulatum et Candida albicans. De ce fait, la levure à fission 
représente un excellent modèle pour l'étude de la régulation de l'homéostasie du fer chez les 
champignons pathogènes tout en offrant la sécurité au manipulateur. Les mécanismes 
impliqués dans la régulation de l'homéostasie du fer chez la levure à fission S. pombe, ainsi 
que ceux chez les champignons pathogènes, vont être décrits dans les prochaines sections. 
4. Homéostasie du fer chez la levure à fission Schizosaccharomyces pombe 
4.1. Systèmes d'acquisition du fer extra-cellulaire 
La levure est dotée de deux types de systèmes d'acquisition du fer, un système de 
haute affinité et un autre de faible affinité. Chaque type de transport opère dans une 
condition donnée de disponibilité du métal. Le transport de haute affinité est un transport 
qui opère lorsque les concentrations de fer sont dans l'ordre du nanomolaire jusqu'à environ 
5 |iM, alors que par le système de faible affinité est effectif à partir de 40 |iM et plus. Ces 
deux systèmes d'acquisition du fer vont être décrits en détail dans les prochaines sections. 
4.1.1. Systèmes de transport de haute affinité 
Comme décrit précédemment, pour la grande majorité des organismes, 
l'environnement extracellulaire est un milieu très carencé en fer, puisque ce dernier se 
trouve sous une forme ferrique très peu soluble. Face à une telle situation, la levure a 
adopté des systèmes de transport très efficaces afin de parvenir à subvenir à ses besoins en 
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fer. Ces types de transport ont la particularité d'avoir une grande affinité pour le fer : ils 
sont actifs pour des Km < 5 fiM, permettant à la levure de. s'approvisionner en. fer 
(KOSMAN, 2003). Dans ce contexte, deux mécanismes distincts interviennent : le premier 
repose sur une activité réductase de surface qui permet de réduire le fer ferrique Fe3+ en sa 
forme ferreuse, soit le Fe2+; le deuxième fait intervenir des molécules, appelées 
sidérophores, qui peuvent lier le fer ferrique avec une très grande affinité (K^IO^VM). 
4.1.1.1. Transport dépendant des réductases 
Les premiers indices de l'existence de la voie de transport de fer dépendante de la 
réduction chez S. pombe furent révélés pour la première fois en 1993 (ROMAN et al, 
1993). Grâce à une approche de mutagénèse chimique, utilisant de l'éthyl 
méthanesulfonate, des souches mutantes ne présentant pas d'activité réductase de surface 
ont été obtenues. L'expression d'une banque génomique de S. pombe dans ces mêmes 
mutants a permis de déterminer le rôle du gène frpl+ qui permet de restaurer le phénotype 
mutant. Le gène frpl+ s'avère être régulé transcriptionellement par le statut en fer et code 
pour la protéine Frpl qui possède une activité ferriréductase. Frpl catalyse donc la 
réduction du fer ferrique Fe3+ en fer ferreux Fe2+, augmentant ainsi sa biodisponibilité. 
Subséquemment, il a été découvert qu'un complexe protéique formé de la multicuivre 
oxydase Fiol et de la perméase de surface Fipl transporte le fer à l'intérieur de la cellule 
N. 
(Figure 1). L'analyse de la séquence de la protéine Frpl montre une grande homologie avec 
la sous-unité oxydoréductase gp91phox du cytochromebsss des neutrophils (20% 
d'identité), ainsi qu'avec la réductase Frel de la levure S. cerevisiae (27% d'identité) 
(FINEGOLD et al., 1996; ROMAN et al, 1993). La conservation de domaines entre ces 
protéines se visualise par la présence de motifs (HPFTXXS, résidus 319 à 324 pour Frpl) 
10 
limit les cofecteurs FAD et NADPH nécessaires à l'échange d'électrons pour réduire le Fe3+ 
(Figure 1) (LESUISSE et al., 1990). Frpl se caractérise par un profil d'hydrophobic ité 
typique des protéines membranaires, avec potentiellement six domaines transmembranaires 
(Figure 1). 
RETLE 
Figure 1. Système du transport de fer de baute affinité dépendant de l'activité 
réductase de surface. En situation de carence, le transport du fer par S. pombe se fait via 
trois protéines transmembranaires: la réductase Frpl, la multicuivre oxydase Fiol et la 
perrnéase Fipl. Les topologies prédites dés domaines transmembranaires ainsi que les 
résidus importants pour l'activité de chacune de ces protéines sont illustrés. Les quatre 
atomes de cuivre nécessaires à l'oxydation du fer par Fiol sont représentés (ronds jaunes). 
Les réactions subies par les atomes de fer (ronds rouges) sont indiquées par les chiffres 
romains et représentées par les flèches (en orange), en occurrence la réduction (I), 
l'oxydation (II) et le passage à travers la membrane plasmique (III). 
Tout comme les réductases de surface retrouvées chez S. cerevisiae, l'activité 
réductase de Frpl est requise spécifiquement pour là réduction de la forme lèrrique du fer. 
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La levure à fission possède potentiellement une autre réductase de fer codée par le cadre de 
lecture SPBC947.05c, qui a été nommée Frp2. En plus de posséder 46% d'identité avec 
Frpl, cette protéine a été identifiée dans une étude de micropuces à ADN comme étant 
surexprimée 14,IX en situation de carence de fer (MERCIER et al, 2008). Cependant, 
l'activité réductase de surface demeure nulle dans des souches frplA, d'autant plus que 
frpl+ s'avère être surexprimée 125X en carence de fer (MERCIER et al., 2008), ce qui 
laisse présager que le produit de SPBC947.05c pourrait intervenir dans un autre 
compartiment intracellulaire et/ou être moins sollicité en situation de carence de fer. 
Le produit de la réaction de réduction par la ferriréductase Frpl, en occurrence le fer 
ferreux, représente en fait un état transitoire puisque son import intracellulaire via la 
perméase Fipl requiert une réoxydation par la multicuivre oxydase Fiol (Figure 1). Les 
deux protéines, Fiol et Fipl, se présentent sous la forme d'un complexe décrit pour la 
première fois par Askwith et Kaplan en 1997. Le complexe Fiol/Fipl assure la même 
fonction que le complexe homologue chez S. cerevisiae Fet3/Ftrl, qui est formé de la 
multicuivre oxydase et de la perméase, respectivement (ASKWITH et al., 1994; 
STEARMAN et al, 1996). En effet, l'expression des gènes fiol* et fipl+ dans une souche 
de S. cerevisiae fetSA permet de restaurer l'assimilation du fer (ASKWITH et KAPLAN, 
1997). Cette conservation de la fonction entre les deux complexes chez S. pombe et S. 
cerevisiae est consistante au fait qu'il existe une forte identité de séquence qui est de 38 % 
entre Fiol et Fet3, ainsi que de 46 % entre Fipl et Ftrl. Chez S. cerevisiae, l'acheminement 
du complexe Fet3/Ftrl à la membrane dépend de sa formation au préalable au niveau du 
reticulum endoplasmique (STEARMAN et al, 1996). Le complexe Fiol/Fipl possède la 
particularité d'être sous le contrôle d'un promoteur commun étant donné que ces deux gènes 
sont disposés en direction opposée l'un par rapport à l'autre dans le génome de la levure. 
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L'expression de ce promoteur est régulée selon le statut en fer, ce qui laisse présager que la 
synthèse de ces deux protéines tout comme leurs homologues chez S. cerevisiae est très 
reliée (PELLETIER et al, 2002). 
La multicuivre oxydase Fiol utilise de l'oxygène comme accepteur d'électrons pom* 
oxyder simultanément quatre atomes de fer ferreux Fe2+ tout en réduisant le dioxygène O2 
en eau selon la réaction suivante: 4Fe2+ + O2 + 4H* —• 4Fe3+ + 2H20. La catalyse par Fiol 
requiert quatre atomes de cuivre qui vont servir aux réactions d'oxydation du fer et de 
réduction du dioxygène (Figure 1). L'insertion des atomes de cuivre a été décrite pour Fet3 
chez S. cerevisiae et s'opère au niveau des vésicules du post-Golgi. Les atomes de cuivre 
sont acheminés aux vésicules du post-Golgi par l'intermédiaire de la chaperonne de cuivre 
Atxl et de la pompe de cuivre Ccc2 qui transporte les atomes de cuivre à intérieur du 
lumen des vésicules de l'appareil de Golgi (LIN et al, 1997; YUAN et al, 1995). La 
multicuivre oxydase Fiol est attachée à la membranaire cellulaire par un domaine 
transmembranaire qui est situé au niveau de son extrémité carboxy-terminale. La région 
catalytique, quant à elle, se situe à son extrémité amino-terminale et est orientée vers 
l'extérieur de la cellule où les atomes de cuivre se trouvent à être localisés. 
Tout comme Ftrl, la perméase Fipl possède une organisation avec sept domaines 
transmembranaires prédits (Figure 1). De plus, Frpl présente deux motifs 16RETLE20 
et i58REGLEi62 se situant au niveau des TMs 1 et 4, respectivement (Figure 1). Ces motifs 
sont similaires à ceux retrouvés dans Ftrl et pour lesquels la substitution des résidus acide 
glutamique inactive l'assimilation du fer (ASKWITH et KAPLAN, 1997; SEVERANCE et 
al, 2004; STEARMAN et al, 1996). 
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4.1.1.2. Transport dépendant des complexes fer-sidérophore 
Outre le système d'acquisition du fer reposant sur l'activité reductase de surface, la 
levure à fission est dotée d'un système qui repose sur le transport des complexes fer-
sidérophores. Les sidérophores sont des composés chimiques de faibles masses 
moléculaires qui sont produits par différents organismes incluant les bactéries, les 
champignons et les plantes. Ces composés ont la particularité de posséder une haute affinité 
pour les ions Fe3+ (K</ =10'34|liM). Leur production permet de palier au problème de 
biodisponibilité du fer dans l'environnement et ce, en augmentant la solubilité de la forme 
ferrique du fer. Il existe plusieurs classes de sidérophores basées sur la nature des 
groupements qui coordonnent l'atome de fer et parmi lesquels on note les catécholates, les 
hydroxamates et les carboxylates. À l'exception de S. cerevisiae pour laquelle la production 
de sidérophores n'a pas été détectée (NEILANDS, 1995), les champignons produisent en 
général un type particulier de sidérophores, qui fait partie de la classe des hydroxamates. 
Les hydroxamates sont formés à partir de l'ornithine qui est un acide aminé non 
protéogénique et sur lequel des groupements acyles s'y retrouvent. Cette classe de 
molécules peut être divisée en quatre sous-groupes représentés principalement par les 
sidérophores suivants: l'acide rhodotorulique, le fusarinine, le coprogène et le ferrichrome 
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Figure 2. Quatre exemples de sidérophores dé la classe des hydroxamates 
produits par les champignons (modifié de HAAS et al, 2008). L'acide rhodotorulique, le 
triacétylfusarinine C, le coprogen et le ferrichrome sont des sidérophores de la classe des 
hydroxamate produits à partir de l'ornithine, un acide aminé non protéogénique. Les 
régions sombres montrent les liaisons peptidiques et ester établies entre les précurseurs de 
chaque sidérophore. Les ions de fer sont coordonnés dans un ratio 1:1, excepté le cas de 
l'acide rhodotorulique où deux atomes de fer sont liés par trois molécules de sidérophores. 
Le ferrichrome représente le seul sidérophore qui est produit par la levure S. pombe 
(SCHRETTL et ai, 2004). La production du ferrichrome se fait en plusieurs étapes à partir 
du L-omithine (Figure 3). Parmi ces étapes, deux se trouvent être régulées par le statut en 
fer. Ces deux étapes sont catalysées par les enzymes suivantes: Sibl, une sidérophore 
synthase qui fait partie de la classe des NRPS (synthases peptidiques indépendantes des 
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ribosomes) et Sib2, une L-oraithine-N5-oxygénase (MERCIER et LABBE, 2010). Sib2 et 
Sibl catalysent, respectivement, la première et la dernière des réactions menant à la 
biosynthèse du ferrichrome (MERCIER et LABBE, 2010). L'importance que revêt la 
synthèse du ferrichrome pour la levure peut être constatée lorsque cette dernière est incubée 
en conditions d'extrême carence pour le fer (MERCIER et LABBE, 2010). En effet, lorsque 
les gènes sibl+ et sib2+ sont délétés ou ceux impliqués dans la production de l'ornithine, la 
survie de S. pombe est compromise en condition de carence en fer. Le phénotype de type 
sauvage est rétabli en apportant du ferrichrome exogène (MERCIER et LABBE, 2010). 
La production de l'ornithine, précurseur du ferrichrome, provient de deux voies 
distinctes émanant de deux précurseurs: le glutamate issu du cycle de l'azote et l'arginine 
issu du cycle de l'urée Figure 3). Ces deux voies sont assujetties à des mécanismes de 
régulation différents selon le statut en fer. Les enzymes catalysant la production du 
glutamate sont régulées négativement par la présence de fer, alors que la voie permettant la 
production de l'arginine n'est pas influencée de la même manière. En effet, seule la 
production du glutamate à partir de la glutamine par la glutamate synthase Gltl requiert un 
groupement Fe-S comme cofacteur (Figure 3). Cette stratégie permet à la levure d'adapter 
sa production d'ornithine selon le statut en fer afin d'assurer la synthèse du précurseur du 
ferrichrome en conditions de carence en fer. 
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Figure 3. Les différentes voies métaboliques menant à la production du 
ferrichrome lors d'une carence en fer chez S. pombe (modifié de MEROER et 
LAfiBÉ., 2010). L'ornithine, le précurseur du ferrichrome, est produit à partir de 
l'arginine, soit par Car i ou Car3, ou bien à partir du glutamate par la voie des arginases. La 
synthèse du glutamate s'effectue via l'action des enzymes Gdhl ou Gltl. La synthèse du 
ferrichrome à partir de l'ornithine se fait en trois étapes, dans lesquelles les deux enzymes 
Sibl et Sib2 agissent à des étapes précises de la voie de biosynthèse. Lors d'une carence en 
fer, seules les enzymes menant à la production du ferrichrome sont activées (ronds verts). 
D'autres enzymes telles, GUI et Gin 1, sont inactivées sous de telles conditions (rond 
rouge). 
Le rôle du ferrichrome est de capter le fer exogène et de l'acheminer à l'intérieur de 
la cellule. Pour ce faire, la levure à fission utilise des transporteurs spécifiques qui sont 
capables de reconnaître les complexes fer-sidérophoré. Ces transporteurs spéccifiques sont 
exprimés à la surface de la cellule en conditions de carence en fer. Chez la levure à fission, 
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ces transporteurs de type MFS (Major facilitator superfamily) sont appelés Strl, Str2 et 
Str3. L'expression de ces transporteurs est régulée selon le statut en fer et sont surexprimés 
lorsque le milieu est carencé en fer. L'identité de ces transporteurs et leur rôle dans le 
transport des sidérophores furent déterminés sur la base de leur homologie avec ceux 
retrouvés chez la levure à bourgeon S. cerevisiae, à savoir Arnl/2/3/4 (PELLETIER et al., 
2003). La protéine Strl compte 612 aa, incluant 14 domaines transmembranaires. Elle 
partage 31 % de similarité avec Arnl de S. cerevisiae. L'expression ectopique de Strl dans 
une souche mutante fet3A arnl-4A de S. cerevisiae permet à la levure à bourgeon d'acquérir 
le fer via des complexes fer-ferrichrome (PELLETIER et al., 2003). De la même manière, 
Str2 a la capacité de transporter des complexes fer-ferrichrome (PELLETIER et al., 2003). 
Elle peut également permettre l'assimilation de complexes fer-ferrioxamine B, mais avec 
une efficacité moindre (PELLETIER et al., 2003). Pour ce qui est de Str3, le sidérophore 
qu'elle transporte demeure inconnu. 
Les mécanismes par lesquels le transport des sidérophores s'opère ont été étudiés 
chez la levure à bourgeon S. cerevisiae (KIM et al., 2002; KIM et al, 2005; PHILPOTT et 
al., 2002; PHILPOTT, 2006). Le modèle actuel stipule que ces transporteurs fonctionnent 
par un mécanisme d'internalisation des complexes fer-sidérophores dans des endosomes 
pour être engloutis à l'intérieur de la cellule. L'étude du fonctionnement du transporteur 
Arnl a révélé que le ferrichrome est assimilé par ce mécanisme d'internalisation (KIM et 
al, 2002). Il s'agit d'un processus de pinocytose. Une fois dans les vésicules 
intracellulaires, les molécules de ferrichrome rencontrent d'autres protéines apo-Arnl et se 
fixent à un second domaine de ces protéines. Les holo-Arnl ainsi formées vont être 
relocalisées à la membrane plasmique pour fixer une deuxième molécule de ferrichrome au 
niveau d'un domaine dit de transport. La liaison de deux molécules de ferrichrome 
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provoque l'ubiquitination d'Arnl, ainsi que son internalisation à nouveau par endocytose. À 
l'intérieur des vésicules, le fer serait libéré via une réduction possible du Fe3+, entraînant sa 
dissociation des molécules de ferrichrome. Le mécanisme par lequel les ions Fe2+ sortent 
des vésicules demeure encore inconnu. 
4.1.2. Système de transport de faible affinité 
Comme décrit précédemment, l'acquisition du fer via le système de transport de 
haute affinité est requise dans des conditions de carence dans l'ordre du nano- et du début 
du micro-molaire (< 5|iM). L'expression des protéines impliquées dans le transport de 
haute affinité est intimement régulée selon le statut en fer dans le.but de maintenir le 
contenu intracellulaire en fer à des niveaux suffisants aux besoins métaboliques. Par 
conséquent, l'acquisition du fer par la voie de haute affinité est réprimée en situation 
d'excès de fer. De plus, la voie réductrice du transport de fer se trouve être bloquée sous des 
conditions d'anaérobie, puisque l'activité de la multicuivre oxydase Fiol nécessite la 
présence d'oxygène comme accepteur d'électrons. Cependant, le fer représente un cofacteur 
essentiel qui doit être acheminé à plusieurs processus métaboliques et ce, même en 
conditions anaérobes. À cet effet, il existe un autre système d'acquisition du fer par lequel 
la levure répond à ses besoins pour ce cofacteur. Le rôle d'autres composantes impliquées 
dans l'acquisition du fer (excluant ceux du système de haute affinité du fer) chez S. pombe 
peut être observé en cultivant des souches (JîolAlfiplAlsiblAlsib2A). De fait, ces souches 
mutantes peuvent croître sur un milieu légèrement supplémenté en fer. Cependant, leur 
croissance est ralentie en comparaison à une souche de type sauvage (observations de notre 
laboratoire). Il y aurait donc d'autres molécules responsables de l'acquisition de faible 
affinité du fer chez la levure à fission. Leur identité demeure toutefois inconnue. 
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Les premiers indices de l'existence d'une voie de transport du fer autre que celle de 
haute affinité ont été révélés par des études chez S. cerevisiae (ASKWITH et al,, 1994). En 
effet, des souches dans lesquelles la voie réductrice avait été abolie ont servi pour des 
criblages génétiques visant à identifier des composantes de transport portant des mutations 
de type «gain de fonction» pour l'assimilation du fer. Grâce à un criblage génétique visant à 
déterminer des gènes permettant de rétablir le déficit de croissance chez les souches 
fet3AlftrlA, le rôle de la protéine Fet4 a été identifié (DIX et al, 1994). Fet4 s'est avérée 
être un transporteur impliqué dans l'acquisition du fer lorsqu'il est présent dans l'ordre du 
micromolaire (> 40|iM) (DIX et al, 1994). En effet, les premières études mesurant la 
vitesse de transport de fer (59Fe) chez S. cerevisiae ont déterminé l'existence de deux 
niveaux d'affinité d'acquisition du fer, un premier de haute affinité avec un Km variant de 
0.15 fxM à 5 |iM et un second de faible affinité avec un Km variant de 10 à 40 |aM (EIDE et 
al, 1992). La caractérisation de la spécificité du substrat de Fet4 a démontré qu'elle peut 
transporter d'autres métaux à part le fer, notamment le Cu+, Mn2+, Zn2+ et Co2+ (DIX et al, 
1994). L'expression de Fet4 est affectée par plusieurs facteurs, incluant les concentrations 
de fer, de zinc et d'oxygène (JENSEN et CULOTTA, 2002; TER LINDE et al, 1999; 
WATERS et EIDE, 2002). Il a été observé que l'expression de Fet4 est augmentée en 
carence de fer et de zinc et ce, de façon dépendante de la présence des facteurs de 
transcription Aftl et Zapl, respectivement (WATERS et EIDE, 2002). Dé plus, une forte 
sur-expression de Fet4 est observée en condition d'anaérobiose. La régulation selon le statut 
d'oxygène est assurée par le facteur de transcription Roxl (TER LINDE et al, 1999). 
L'homologue potentiel de Fet4 chez S. pombe est codé par le cadre de lecture 
SPBP26C9.03c et possède 37% d'identité avec la séquence de Fet4 de S. cerevisiae. 
Actuellement, une évidence de l'implication de la protéine codée par le cadre de lecture 
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SPBP26C9. Ô3c dans le transport des ions métalliques a été observée dans une étude de la 
modulation de l'expression de gènes suite à une carence pour les ions de zinc (DAINTY et 
al, 2008). Le cadre de lecture SPBP26C9.03c codant pour la protéine Fet4 se trouve être 
induit par une carence en zinc lorsque le transporteur de haute affinité pour le zinc, Zrtl, 
est muté ou bien délété (DAINTY et al, 2008). De plus, l'inactivation de Fet4 dans une 
souche zrtl A augmente considérablement les défauts de croissance sur un milieu pauvre en 
zinc (DAINTY et al, 2008). Le rôle potentiel de Fet4 chez S. pombe pour l'acquisition du 
fer (ou bien d'autres métaux) demeure donc un point à éclaircir. 
Un autre système de transport de fer de faible affinité chez S. cerevisiae est 
constitué par les protéines Smfl et Smf2. Ces deux protéines font partie de la famille de 
transporteurs d'ions divalents de type «Nramp» qui agissent en tant que symporteurs de 
protons et de métaux divalents (H+/Me2+) (Vidal et al, 1993). Smfl et Sm£2 pourraient 
2+ 2+ 2+ 2+ servir de transporteurs de substrats variés tels le Mn et Fe , mais aussi le Zn , Cu , 
Co2+, Cd2+ et Ni2+ (CHEN et al., 1999). 
Le candidat homologue aux transporteurs Smfl/2 chez S. pombe s'avère être la 
protéine Pdtl codée par le cadre de lecture SPAC27F1.08. Pdtl possède 46% d'identité 
avec la séquence de Smfl, ainsi que 45 % d'identité avec la séquence de Smf2 de S. 
cerevisiae. Ce transporteur a déjà été décrit comme un transporteur de métaux divalents 
(TABUCHI et al, 1999). Les souches pdtl A montrent un déficit de croissance lorsqu'elles 
sont cultivées en présence d'EGTA, un chélateur connu d'ions Ca2+ et Mn2+(MAEDA et al, 
2004; TABUCHI et al, 1999). Il n'est donc pas exclu que tout comme Smfl/2, Pdtl 
pourrait être impliquée dans l'acquisitiôn du fer chez S. pombe. 
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4.2. Systèmes d'entreposage du fer 
Chez la levure, la vacuole sert de réservoir pour l'entreposage du fer (LI et al, 2001; 
POULIOT et al., 2010; RAGUZZI et al., 1988; SINGH, et al., 2007; URBANOWSKI et 
PIPER, 1999). Cet organite cellulaire entrepose ou relargue le fer selon les besoins 
intracellulaires en fer. Il est à noter que chez la levure, il n'existe pas de mécanismes 
d'efïlux extracellulaire pour le fer (DE DOMENICO et al., 2008). Lorsque la levure fait 
face à des conditions de carence en fer, ce dernier peut être puisé de la vacuole (POULIOT 
et al, 2010; URBANOWSKI et PIPER, 1999). Outre son rôle d'entreposage, la vacuole 
permet aussi de séquestrer l'excès de fer, détoxifiant ainsi le cytosol et diminuant les risques 
de production des radicaux libres. 
Plusieurs protéines impliquées dans le transit du fer du cytosol à la vacuole et vice 
versa, ont été caractérisées chez la levure à bourgeon. Le transport du fer du cytosol vers la 
vacuole chez là levure à bourgeon est assuré par la protéine Cccl (LI et al., 2001). Cccl 
possède trois domaines transmembranaires et se localise au niveau de la membrane 
vacuolaire (LI et al., 2001). L'isolement de vacuoles à partir de souches de type sauvage ou 
sur-exprimant Cccl, montre que la sur-expression de Cccl augmente significativement le 
contenu en fer vacuolaire (LI et al, 2001 ). 
En ce qui concerne le mécanisme par lequel le contenu vacuolaire en fer est exporté 
vers le cytosol, S. cerevisiae utilise un complexe protéique formé des deux protéines 
Fet5/Fthl (SPIZZO et al, 1997; URBANOWSKI et PIPER, 1999). Fet5 et Fthl sont 
respectivement des paralogues de la multicuivre oxydase Fet3 et de la perméase Ftrl 
(PHILPOTT et PROTCHENKO, 2008). Une activité reductase à l'intérieur de la vacuole 
est assurée par la ferriréductase Fre6 (REES et THIELE, 2007; SINGH et al., 2007). 
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Chez S. pombe, la fonction d'import du fer dans la vacuole est potentiellement 
assurée par la protéine appelée Pcll, qui partage 36 % d'identité de séquence avec Cccl. La 
séquence de Pcll contient potentiellement cinq domaines transmembranaires laissant 
présager une localisation membranaire comme celle identifiée pour Cccl. En conditions 
d'excès de fer, le gène pcll+ est activé (MERCIER et al, 2006; MERCIER et al, 2008). 
Les souches mutantes pcll A montrent une sensibilité plus forte à la présence de fer en 
comparaison à des souches de type sauvage (MERCIER et al, 2006). Ce phénotype a été 
déjà observé chez S. cerevisiae avec des souches mutantes cccl A. Ceci suggère que tout 
comme Ccci, Pcll entreposerait le surplus de fer dans la vacuole et protégerait les cellules 
contre là toxicité de ce dernier (LI étal., 2001). 
L'export du fer de la vacuole chez S. pombe utilise un mécanisme différent de celui 
de S. cerevisiae. En effet, il n'existe pas de complexe homologue aux protéines Fiol/Fipl 
qui pourrait éventuellement agir comme le complexe Fet5/Fthl de S. cerevisiae. Le 
mécanisme d'export du fer vacuolaire fut déterminé tout récemment. Il implique un 
transport actif qui est médié par la protéine Abc3 (POULIOT et al, 2010). Cette protéine 
appartient à la famille des transporteurs de type ABC. La découverte du rôle d'Abc3 dans 
l'homéostasie du fer est la conséquence d'une étude de micropuces à ADN, qui a permis de 
mettre en évidence le profil d'expression de gènes induits en situation de carence en fer 
(MERCIER et al, 2008). Abc3 est induit 16,9 X en situation de carence en fer 
comparativement à son niveau d'expression en conditions de présence en fer (MERCIER et 
al., 2008). La levure à fission compte onze protéines de type ABC parmi lesquelles il existe 
trois paralogues à Abç3, soit Abcl, Abc2 et Abc4 (IWAKI et al, 2006). Mis à part Abcl, 
les trois autres protéines (Abc2/3/4) se localisent au niveau de la vacuole (IWAKI et al., 
2006). Cependant, seule l'expression d'Abc3 est régulée selon le statut en fer (POULIOT et 
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al., 2010). Une caractérisation fine de la régulation d'Abc3 selon le statut en fer, sa 
localisation vacuolaire, ainsi que sa contribution au maintien de l'homéostasie du fer a été 
effectuée dans notre laboratoire (POULIOT et al., 2010). 
4.3. Systèmes de régulation de l'homéostasie du fer 
Le maintien de l'homéostasie du fer chez la levure à fission est assuré 
principalement par une régulation transcriptionnelle de gènes impliqués dans les voies 
d'acquisition et d'entreposage du fer. Cette régulation transcriptionnelle a pour but d'activer 
ou de réprimer les gènes en fonction du statut en fer. La modulation de l'expression 
génique implique principalement deux facteurs de transcription. Le premier facteur est 
Php4. Son action vise à économiser les réserves de fér pour les processus cellulaires vitaux 
et ce, tout en bloquant sa consommation inutile par des protéines dispensablës. Le 
deuxième facteur est Fepl. Son action se manifeste durant les situations d'excès en fer. Il 
réprime les gènes responsables de l'acquisition du fer. Les modes d'action de ces deux 
facteurs ainsi que leurs cibles vont être décrits dans les prochaines sections. 
4.3.1. Régulation de l'utilisation du fer via l'hétéro-complexe Php 
4.3.1.1. Rôle de la sous-unité Php4 
Le mécanisme d'action du régulateur transcriptional Php4 a été décrit pour la 
première fois dans une étude visant à déterminer le moyen par lequel la levure à fission 
gère son utilisation de fer lors d'une situation de carence (MERCIER et al, 2006). 
Différents processus post-transcriptionnels menant à la régulation de l'utilisation du fer en 
situation de carence ont été décrits chez quelques organismes. Chez la bactérie Escherichia 
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coli, ce type de régulation est assuré par une dégradation des ARNm des protéines utilisant 
le fer et implique l'action d'un petit ARN anti-sens ayant pour nom RyhB (MASSE et 
GOTTESMAN, 2002). En conditions de carence de fer, RyhB est induit et son appariement 
avec les ARNm cibles induit le recrutement de la protéine Hfq ainsi que la machinerie du 
dégradosome, qui éliminent les messagers ciblés par RyhB (MASSE et al., 2003). Chez la 
levure S. cerevisiae, il existe un mécanisme similaire de dégradation des ARNm qui 
implique les protéines Cthl et Cth2. En conditions de carence en fer, Cthl et Cth2 sont 
activées et se lient à des séquences AU riches au niveau de régions 3' non-codantes de 
messagers dont les produits polypeptidiques sont des protéines ayant besoin de fer comme 
co-facteur (PUIG et al, 2008). En absence de fer, ces protéines ne sont pas synthétisées 
étant donné la dégradation de leurs ARNm via les protéines Cthl et Cth2 (PUIG et al, 
2008). 
Chez S. pombe, l'expression de plusieurs gènes est réprimée lors d'une carence en 
fer (MERCIER et al, 2006). Ce mécanisme dépend de la présence de séquences 
régulatrices en cis de type CCAAT (MERCIER et al., 2006). Ce type de séquence est 
reconnu par un hétéro-complexe formé des trois protéines Php2, Php3 et Php5 (MCNABB 
et al, 1997). La présence d'une quatrième sous-unité, Php4, est requise pour assurer la 
répression transcriptionnelle des gènespcll+, sdh4+ et isal+ (MERCIER et al., 2006). Ces 
gènes codent pour un transporteur vacuolaire de fer, une succinate déshydrogénase et une 
protéine mitochondriale d'assemblage de centres fer-soufre, respectivement (MERCIER et 
al., 2006). L'identification de Php4 a été effectuée sur la base d'une homologie de séquence 
avec celle d'une protéine qui reconnait le complexe Hap2/3/5 présent chez S. cerevisiae 
(SYBIRNA et al, 2005 Mar). Ce complexe protéique, en présence de la sous-unité 
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activatrice Hap4, active l'expression de gènes impliqués dans la phosphorylation oxydative. 
Les deux protéines Php4 et Hap4 partagent seulement un petit domaine de 16 aa en 
commun, la séquence 26RVSKQWWPPRPKPGR41 (MERCIER et al, 2006). Ce domaine 
permet à Hap4 de lier les autres sous-unités formant l'hétéro-complexe Hap2/3/5 
(MCNABB et PINTO, 2005). L'association de Php4 aux sous-unités Php2/3/5 a été aussi 
démontrée par des essais in vitro de pontage à l'EGS (MERCIER et LABBÉ, résultats non 
publiés). 
4.3.1.2. Le régulon de Php4 
La régulation des gènes pcll+, sdh4+ et isal+ n'est pas. un cas isolé. Èn effet, la 
comparaison des profils d'expression par micropuces à ADN de cellules de type sauvage 
cultivées en présence ou en carence de fer, ainsi que des cellules php4A cultivées en 
carence de fer, ont montré l'existence de 86 gènes régulés par Php4 (MERCIER et al, 
2008). Tous ces gènes font partie du régulon de Php4. Ils possèdent tous dans leurs 
promoteurs une ou des séquences CCAAT, suggérant un rôle direct du complexe 
Php2/3/4/5 au niveau de leur régulation (MERCIER et al, 2008). Les gènes du régulon de 
Php4 codent pour des protéines impliquées dans diverses voies métaboliques requérant du 
fer comme par exemple: le cycle du TCA, la phosphorylation oxydative et le sentier de la 
biosynthèse de Thème (MERCIER et al, 2008). Le point commun étant que tous ces 
processus requièrent des enzymes qui utilisent du fer comme cofacteur. Parmi les gènes 
régulés par Php4, il existe des gènes particuliers impliqués dans le contrôle du métabolisme 
du fer comme le gène fepl+ Ce cas particulier va être discuté à la section 4.3.3. 
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4.3.1.3. Mécanismes régulant la fonction de Php4 
La fonction du répresseur transcriptionnel Php4 est régulée à différents niveaux et 
ce, tant du point de vue transcriptionnel que post-traductionnel. La régulation de 
l'expression du gène php4+ est dépendante du statut en fer, puisqu'il est réprimé en présence 
de l'ion métallique. Cette régulation transcriptionnelle est dépendante du répresseur Fepl 
(MERCIER et al., 2006). Cependant, même si la régulation transcriptionnelle fer-
dépendante exercée par Fepl sur Php4 est levée dans une souche fepl A, la fonction de la 
protéine Php4 continue d'être inactivée en présence de fer (MERCIER et al., 2008). Php4 
subi également une régulation post-traductionnelle qui est indépendante de Fepl 
(MERCIER et LABBE, 2009). Cette régulation de la protéine Php4 se traduit par son 
exportation en dehors du noyau qui est induite par la présence de fer. Php4 est donc 
nucléaire en conditions de carence en fer et cytosolique lorsque les niveaux de fer s'élèvent 
(MERCIER et LABBE, 2009). Le mécanisme d'import et d'export de Php4 a été étudié en 
utilisant une protéine de fusion fonctionnelle Php4-GFP, qui a été constitutivement 
exprimée (MERCIER et LABBE, 2009). Il a été déterminé que Php4 possède une séquence 
d'exportation nucléaire lui permettant d'être exporté du noyau. Le mécanisme d'export 
implique l'exportine Crml et requiert la monothiol glutarédoxine Grx4 (MERCIER et 
LABBE, 2009). Une interaction entre Grx4 et Php4 est nécessaire pour médier l'export de 
Php4 hors du noyau. Ce phénomène se traduit par une abolition de la répression 
transcriptionnelle des gènes cibles de Php4 (MERCIER et LABBE, 2009). Des données 
récentes montrent que cette interaction implique deux domaines fonctionnels de Grx4 
(VACHON et al, données non publiées): un domaine thiorédoxine-//£e (TRX) situé du coté 
amino-terminal de la protéine et un domaine glutarédoxine (GRX) situé du coté carboxy-
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terminal. Il a été observé que seule l'interaction de Php4 avec le domaine GRX est fer-
dépendante (VACHON et al, données non publiées). 
4.3.2. Régulation de l'acquisition du fer via le facteur Fepl 
Comme décrit dans les sections précédentes, la levure à fission assimile le fer de 
l'environnement extracellulaire par deux voies différentes: une voie de haute affinité et une 
autre de faible affinité. Seule la voie de transport de haute affinité, qui inclut le transport 
vacuolaire, est régulée selon le statut en fer (PELLETIER et al, 2002; PELLETIER et al, 
2003; POULIOT et al., 2010). Cette régulation est dépendante du répresseur 
transcriptionnel Fepl. Les prochaines sections traiteront des propriétés et du mécanisme 
d'action du facteur de transcription Fepl. 
4.3.2.1. Propriétés du facteur de transcription Fepl 
Fepl est une protéine qui fait partie des facteurs de transcription de type GATA. 
Outre Fepl, plusieurs membres de cette famille particulière de facteurs de transcription ont 
été découverts chez les champignons filamenteux, notamment Urbsl chez Ustilago may dis 
(VOISARD et al., 1993), SRE chez Neurospora crassa (ZHOU et al, 1998), SREP chez 
Pénicillium chrysogenum (HAAS et al, 1997), SREA chez Aspergillus nidulans (HAAS et 
al, 1999), Cirl chez Cryptococcus neformans (JUNG et al, 2006), Srel chez Histoplasma 
capsulatum (CHAO et al, 2008) et Sful chez Candida albicans (LAN et al, 2004). 
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Tout comme ses homologues, Fepl est une protéine possédant deux doigts de zinc 
situés a son extrémité N-terminale (Figure 4). Cirl représente la seule exception du groupe 
puisqu'il ne possède qu'un seul doigt de zinc. 
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Figure 4. Représentation des positions des différents domaines fonctionnels 
présents dans le répresseur transcriptionnel Fepl. La protéine Fepl compte 564 acides 
aminés et se divise en deux régions distinctes. La première permet la liaison à l'ADN et 
couvre les 241 premiers acides aminés où on retrouve les deux doigts de zinc ZFl et ZF2 
ainsi que le domaine riche en cystéines et un signal -potentiel de localisation nucléaire 
(NLS). La deuxième région est située du côté carboxy-terminal de Fepl et lui permet de 
s'associer aux corépresseùrs de la transcription Tupll et potentiellement Tup 12, ainsi que 
de pouvoir s'homodimériser. 
L'appellation «GATA» pour ces facteurs découle du fait qu'ils sont capables de 
reconnaître des séquences d'ADN 5'-(A/T)GATA(A/T)-3\ Darts le cas particulier de Fepl, 
les séquences régulatrices en cis reconnues par ce facteur sont souvent 5'-(A/T)GATAA-3' 
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ou bien 5'-ATC(A/T)GATAA(A/T)-3' (PELLETIER et al., 2002; POULIOT et al., 2010). 
Les gènes régulés par Fepl possèdent tous des éléments de type GATA au niveau de leurs 
promoteurs respectifs. Une recherche bio-informatique des séquences 5'-
ATC(A/T)GATAA(A/T)-3' dans le génome de S. pombe au niveau des régions promotrices 
a montré que le nombre de gènes qui seraient des cibles potentielles de Fepl s'élève à plus 
de 272 gènes (observations personnelles). Parmi ces gènes, plusieurs ont été bien 
caractérisés et regroupent les gènes impliqués dans l'assimilation de haute affinité du fer 
comme par exemple: frpl+, fiol+, fipl+, strl+, str2+, str3+, sibl+ et sib2+ (MERCIER et 
LABBE, 2010; PELLETIER et al., 2002; PELLETIER et al, 2003). Tel que mentionné 
précédemment, Fepl régule aussi l'expression de php4+, le régulateur transcriptionnel de 
l'utilisation du fer en situation de carence (MERCIER et al, 2006). Cette régulation de 
Php4 par Fepl va être discutée dans la section 4.3.3. 
La répression transcriptionnelle exercée par Fepl sur ses gènes cibles s'opère 
seulement lors d'un excès de fer et ce, afin de prévenir son surplus et son effet 
potentiellement nocif. De fait, une souche fepl A cultivée sur un milieu contenant du fer et 
en présence de la phléomycine, une drogue reconnue pour générer des radicaux libres, 
présente une très grande sensibilité de croissance comparativement à une souche de type 
sauvage (PELLETIER et al., 2002). 
La protéine Fepl contient des régions fonctionnelles. Parmi elles, il y a le domaine 
lui permettant de lier l'ADN, qui est situé du coté amino-terminal de la protéine (Figure 4). 
Ce. domaine est constitué des premiers 241 acides aminés (Pelletier et al. 2005). Une 
caractérisation in vitro du domaine de Fepl liant l'ADN par des essais de gel de rétention a 
permis de déterminer l'importance des deux motifs à doigts de zinc, nommés ZFl et ZF2, 
respectivement. De plus, Fepl possède une région riche en résidus cystéines, nommée 
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CRD, qui est située entre les deux doigts de zinc ZFl et ZF2, et qui participe à la régulation 
de la fonction de liaison à l'ADN de Fepl (PELLETIER et al., 2005). Des essais de gel de 
rétention ont démontré qu'une protéine de fusion MBP-2Fepl241 (purifiée dans E. coli) 
s'associe avec des sondes GATA radioactives préférentiellement en présence de fer 
(PELLETIER et al., 2002; PELLETIER et al, 2005). Ces données in vitro corrèlent bien 
avec la régulation des gènes cibles de Fepl, pour lesquels la répression transcriptionnelle 
est observée seulement en présence de fer (PELLETIER et al, 2002; PELLETIER et al., 
2005). Ces résultats suggèrent que la fonction de répression transcriptionnelle de Fepl 
dépend intimement de sa capacité à lier l'ADN. De plus, l'hypothèse d'une localisation 
différentielle de Fepl selon le statut en fer est exclue puisque cette dernière est toujours 
nucléaire (PELLETIER et al, 2005). Cette localisation nucléaire dépend d'un signal de 
-J1 «7 « 
localisation nucléaire potentiel, les résidus basiques KRRKR , qui sont retrouvés du 
côté carboxy-terminal du domaine de liaison à l'ADN (PELLETIER et al, 2005) (Figure 
4). 
L'extrémité C-terminale de Fepl, quant à elle, s'avère être nécessaire pour la 
répression transcriptionnelle (PELLETIER et al, 2005). Cette région contient des résidus 
importants pour l'association de Fepl avec des corépresseurs généraux de la transcription 
(résidus 405-541), ainsi que des résidus sous la forme d'une fermeture éclair de leucines 
permettant l'homodimérisation de Fepl (résidus 522L525L529I532I536L) (PELLETIER et al, 
2005; ZNAIDI et al, 2004) (Figure 4). Des versions mutantes de Fepl dans lesquelles ces 
deux régions ont été délétées causent la perte de la capacité du facteur de transcription à 
réprimer l'expression des gènes (PELLETIER et al, 2005). De façon intéressante, la 
mutation du motif LLIIL en résidus alanines diminue fortement la répression Fepl-
dépendante, sans pour autant l'abolir complètement, suggérant un mode d'action optimal 
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sous forme d'un homodimère (PELLETIER et al., 2005). L'homodimérisation de Fepl a été 
démontrée grâce à des essais in vitro de pontage à l'EGS (PELLETIER et al., 2005). 
4.3.2.2. Mécanisme d'action de Fepl 
La protéine Fepl ne possède pas d'activité de répression transcriptionnelle 
proprement dite, son action nécessitant la présence de corépresseurs généraux de la 
transcription (PELLETIER et al., 2002). Ces corépresseurs sont en fait Tupll et Tupl2: 
leur absence abolit la répression de la transcription par Fepl (PELLETIER et al., 2002). Le 
phénotype associé à des souches mutantes tupll/12A est le même que celui observé pour 
une souche fepl A (PELLETIER et al, 2002). Les niveaux d'activité de répression associés 
à chacun des deux corépresseurs ne sont pas exactement les mêmes puisque la répression 
transcriptionnelle de fiol+ dans une souche tupll A est plus faible que celle dans une souche 
tupl2A, ce qui laisse croire que Fepl recrute ses partenaires de façon différente selon les 
cibles régulées ou encore, les conditions expérimentales (PELLETIER et al., 2002). Les 
interactions de Fepl avec ses corépresseurs ont été rapportées (ZNAIDI et al, 2004). La 
caractérisation de l'interaction Fepl-Tup 11 a montré qu'elle a lieu au niveau de la portion 
C-termiriale de Fepl qui couvre les résidus 405 à 541 (ZNAIDI et al., 2004). Selon le 
modèle actuel, la liaison de Fepl à l'ADN permettrait d'élaborer les complexes de 
répression au niveau des régions promotrices des gènes à réprimer (LABBE et al, 2007; 
PELLETIER et al, 2002). 
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4.3.3. La boucle de régulation transcriptionnelle Fepl-Php4 
Au cours des premiers travaux sur le répresseur Fepl, la régulation de son 
expression par la carence en fer n'était pas évidente (PELLETIER et al, 2002). En effet, 
l'usage d'un chélateur non perméable aux membranes des cellules, tels que le BPS, ne 
permettait pas d'obtenir une carence en fer suffisante pour observer une diminution de son 
expression (PELLETIER et al, 2002). Par contre, un chélateur de fer perméable aux 
membranes, tel que le DIP, a permis d'engendrer une carence en fer suffisante pour observer 
une répression de l'expression de fepl+ qui s'est avérée dépendante de la présence de Php4 
(MERCIER et al, 2006). Inversement, dans une situation d'excès en fer, le transcrit de 
php4+ est aussi assujetti à une régulation qui cette fois est dépendante de la présence de 
Fepl (MERCIER et al, 2006). Cette découverte a mis au jour une boucle de régulation 
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Figure 5. Schéma illustrant la boucle de régulation mutuelle entre Fepl et 
Php4. La levure S. pombe maintient son homéostasie du fer par l'action conjointe des 
régulateurs Fepl et Php4. L'expression de chacun d'eux subit une régulation 
transcriptionnelle selon les conditions du statut en fer auxquelles sont confrontées les 
cellules. Ainsi, lors d'un excès de fer, Fepl réprime l'expression de php4 \ Par contre, lors 
d'une carence en fer, Php4 réprime l'expression de fepl*. 
5. La classe protéique des glutarédoxinès 
Les glutarédoxinès (Grxs) sont des protéines de faible masse moléculaire (10 à 25 
kDa) qui adoptent une structure tridimensionnelle très conservée nommée le repliement 




Figure 6. Structure tridimensionnelle du repliement Trx-fold adopté par Grx4 
chez E. coli déterminée par RMN (entrée PDB 1 YKA) (modifiée de FLADVAD et al., 
2005). La structure secondaire de la monothiolglutarédoxine Grx4 chez E. coli présente une 
alternance d'hélices alpha et de feuillets bêta (aipi ot2p2 a-ifo fUcu «5) qui adopte un 
repliement tridimensionnel caractéristique du Trx-fold. Les hélices sont colorées soit en 
rouge (ai à 013) soit en orange (04 à 015). Les quatre feuillets sont colorés eh bleu. 
Ce repliement particulier est dicté par une structure secondaire formée d'une 
alternance d'hélices alpha et de feuillets bêta Ce type de repliement est non seulement 
retrouvé chez les glutarédoxinès (Grxs), mais aussi chez les thiorédoxines (Trxs). Ces deux 
classes de protéines catalysent des réactions d'oxydoréduction intervenant au niveau de 
modifications post-traductionnelles (MEYER et al., 2009). Ces réactions d'oxydoréduction 
ciblent les groupements thiols (-SH) des résidus cystéines. Ces groupements peuvent 
s'oxyder et ce, en établissant des ponts disulfures (S-S) qui permettent aux protéines 
d'adopter des structures tridimensionnelles stables, ou bien de réguler leur activité en 
touchant leur site actif (BERNDT et al, 2008; HERRERO et DE LA TORRE-RUÏZ, 2007). 
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Les réactions catalysées par les Grxs et les Trxs réduisent les ponts disulfures des protéines 
permettant ainsi de modifier leurs repliements tridimensionnels ou encore, de réguler leurs 
fonctions (BERNDT et al, 2008; HERRERO et DE LA TORRE-RUIZ, 2007). Pour ce 
faire, les Grxs et les Trxs utilisent deux donneurs d'électrons différents. La source 
d'électrons des Trxs est le NADPH*, alors que celle des Grxs est le glutathion (GSH) 
(Figure 7) (HOLMGREN, 1989). Les Grxs autant que les Trxs possèdent au niveau de leurs 
sites actifs un motif formé de deux cystéines actives séparées par deux acides aminés 
(CxxC), qui sont respectivement les motifs CP[Y/F]C et WCGPCK. 
In vivo, les dérivés oxygénés (ROS) peuvent oxyder des groupements thiols pour 
former des groupements sulféniques (-SOH), sulfïniques (-SO2H) et sulfoniques (-SO3H) 
(BERNDT et al., 2008; HERRERO et DE LA TORRE-RUIZ, 2007). Toutefois, dans la 
cellule, il existe un mécanisme protégeant les protéines contre l'oxydation nocive. Ce 
mécanisme requiert le glutathion (GSH). Le GSH agit comme un antioxydant et ce, grâce à 
sa forme thiyl (GS*) qui effectue une réaction réversible avec les groupements thiols, 
appelée la glutathionylation (Figure 7). Comme les cystéines représentent le plus souvent 
des résidus actifs, il est clair que leur modification par les Grxs est un processus 
fondamental. Ainsi, les Grxs peuvent catalyser des réactions de réductions de ponts 
disulfures ou encore de déglutathionylation permettant de réguler l'activité d'une multitude 
de protéines. 
L'exemple le plus connu du rôle des Trxs et Grxs dans la régulation de l'activité 
d'une enzyme est celui la ribonucléotide réductase (RNR), une enzyme essentielle pour la 
synthèse de l'ADN. Ce mécanisme fut identifié chez E. coli et permet d'illustrer le mode 
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Figure 7. Mécanismes d'actions des thiorédoxines et des dithiolglutarédoxines. 
Les thiorëdoxines (Trxs) et dithiolglutarédoxines (diGrxs) agissent comme des réductases 
de ponts disulfures et ce, en réduisant les groupements thiols (-SH) des cystéines des 
protéines cibles. Les Trxs sont réduites par la thiorédoxine réductase par un transfert 
d'électrons à partir du NADPH+. Les diGrxs sont réduites par la glutathione réductase par 
un transfert d'électrons à partir dii glutathion (GSH). Si les Trxs utilisent leurs deux 
cystéines actives pour réduire les groupements thiols oxydés, les diGrxs peuvent utiliser 
soit leurs deux cystéines actives, soit une seule selon une réaction dite de 
déglutathionylation. Cette dernière réaction nécessite alors la présence de résidus cystéines 
glutathionylés. 
37 
5.1. Les monothiols et les dithiolglutarédoxines 
Les Grxs se classifient selon la nature des résidus présents au niveau de leur site 
actif. Les monothiolglutarédoxines .(mGrxs) se caractérisent par la présence d'un résidu 
cystéine au niveau d'une séquence conservée qui est ÇGFS. Les dithiolglutarédoxines 
(diGrxs) se caractérisent par la présence de deux résidus cystéines au niveau de la 
séquence ÇP[Y/F]Ç Les mGrxs adoptent la structure du Trx-fold qui fut déterminée pour la 
première fois pour la mGrx Grx4 de E. coli (FLADVAD et al., 2005). 
Les mGrxs se distinguent aussi des diGrxs par des particularités structurales. Elles 
peuvent être formées soit d'un domaine glutarédoxine-//'^ seul (GRX) ou soit d'une fusion 
de un ou plusieurs domaines associés au domaine GRX. Un exemple consiste en un 
domaine thiorédoxine-//^ (TRX) et d'un domaine glutarédoxine-//^ (GRX) entre lesquels 
on retrouve une région linker très peu conservée (HERRERO et DE LA TORRE-RUIZ, 
2007) (Figure 8). 
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_ Grx3 5. cerevisiae 
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Figure 8. Conservation du domaine GRX chez les inoiiothiolglutarédoxines. 
Exemples de différentes structures primaires des membres de la classe des 
monothiolglutarédoxines présents chez S. cerevisiae, S. pombe, E. coli et l'homme. Le code 
de couleur adopté est rouge pour désigner le domaine thiorédoxine-/rfe (TRX), orange pour 
désigner le domaine glutarédoxine-//&? (GRX) et bleu pour désigner les séquences 
permettant une localisation mitochondriale. Ces différents domaines sont reliés par des 
régions peu conservées (en vert). Pour chacun dés domaines, les motifs conservés sont 
indiqués ainsi que les positions des résidus cystéinès. 
Les domaines TRX et GRX présentent deux sites conservés différents qui sont 
formés des motifs WAAPCK et CGFS, respectivement. Ces deux motifs sont 
potentiellement dérivés (d'un point de vue évolutif) des motifs WCGPCK des Trxs et 
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CP[Y/F]C des Grxs (VILELLA et al, 2004). Une étude portant sur l'évolution des mGrxs 
contenant les deux domaines, TRX et GRX, démontre que l'apparition de ce type de 
structuré est spécifique aux eucaryotes et a eu lieu tôt chez un ancêtre commun au cours de 
leur séparation des procaryotes (LILLIG et al, 2008; VILELLA et al., 2004). Cet ancêtre 
aurait subi des événements de duplication et de fusion de gènes à partir de Grxs et de Trxs 
(VILELLA et al., 2004). De plus, les mGrxs possédant les structures hybrides (TRX-GRX) 
se classent dans un embranchement bien distinct des autres Grxs (VILELLA et al , 2004). 
Les différences structurales détaillées ci-haut font que les mGrxs possèdent des 
fonctions qui leur sont propres (Hoffmann et al., 2010). De fait, les mGrxs ne possèdent pas 
les mêmes fonctions que les diGrxs. Par exemple, les mGrxs sont incapables de catalyser 
une réaction de déglutathionylation (HERRERO et DE LA TORRE-RUIZ, 2007). Les 
mGrxs sont des protéines reconnues pour leur capacité à lier des groupements fer-soufre du 
type [2Fe-2S] (IWEMA et al, 2009; JOHANSSON et al, 2007; LI et al, 2009). En 
présence de deux molécules de GSH, les mGrxs peuvent coordonner un centre fer-soufre en 
homodimérisant et ce, via leur domaine GRX. Les exemples qui" ont été les mieux étudiés 
jusqu'à présent sont ceux de Grx4 d'E. coli, les deux paralogues Grx3 et Grx4 de S. 
cerevisiae et la protéine PICOT chez l'homme (HAUNHORST et al, 2010; HOFFMANN 
et al., 2011; IWEMA et al, 2009). Le rôle actuellement attribué aux mGrxs est qu'elles 
agissent comme des chaperonnes essentielles pour la synthèse et la distribution des centres 
Fe-S dans la cellule (MUHLENHOFF et al., 2010; ROUHIER et al, 2010). 
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5.2. Implication des monothiolglutarédoxines dans l'homéostasie du fer - Cas de la 
levure à bourgeon Saccharomyces cerevisiae 
La levure S. cerevisiae est l'organisme eucaryote chez lequél on a le mieux 
caractérisé l'implication des mGrxs dans l'homéostasie du fer. La capacité des mGrxs à lier 
des centres Fe-S du type [2Fe-2S] a permis de découvrir des fonctions importantes pour ces 
protéines dans l'homéostasie du fer. Chez S. cerevisiae, la régulation de l'assimilation du fer 
se déroule au niveau transcriptionnel et elle implique deux activateurs de la transcription 
Aftl et Aft2 (BLAISEAU et al, 2001; RUTHERFORD et al, 2003; RUTHERFORD et al, 
2005; YAMAGUCHI-IWAI et al, 1995; YAMAGUCHI-IWAI et al, 2002). Le mécanisme 
d'action de ces activateurs a été bien décrit. Le modèle établi stipule que leur fonction est 
régulée par une localisation différentielle selon le statut en fer. Lorsque les niveaux 
intracellulaires du fer sont hauts, Aftl et Aft2 se localisent au cytosol et demeurent inactifs. 
Par contre, lors d'une carence en fer, ils sont importés au noyau afin d'activer la 
transcription des gènes d'acquisition du fer (YAMAGUCHI-IWAI et al, 2002). 
Parmi les mGrxs de S. cerevisiae, Grx3, Grx4 et Grx5 sont les seules qui ont été 
répertoriées comme impliquées dans la régulation de l'homéostasie du fer. Le principal rôle 
essentiel des protéines Grx3 et Grx4 est de jauger la concentration intracellulaire du fer et 
de le distribuer sous la forme de centres Fe-S (MUHLENHOFF et al, 2010). En ce qui 
concerne Grx5, son rôle principal est d'agir comme une chaperonne spécialisée dans 
l'assemblage des centres Fe-S au niveau de la mitochondrie (ALVES et al, 2004). Ces 
mécanismes vont être décrits plus en détail dans les prochaines sections. 
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5.2.1. Rôle dans l'assemblage des centres fer-soufre 
Dans une cellule eucaryote, la mitochondrie représente l'organite principal de 
l'assemblage des centres Fe-S. Cet assemblage est un processus très complexe qui s'opère 
selon un schéma général impliquant plusieurs étapes (Figure 9). La maturation des 
protéines contenant des centres Fe-S (la forme holo des protéines) nécessite un apport en 
atomes de soufre et de fer. Le soufre est issu de la cystéine, une réaction catalysée par une 
cystéine désulfurase, Nfsl (KISPAL et al, 1999). L'apport en fer, quant à lui, est assuré par 
une chaperonne, la frataxine Yfhl qui achemine les ions de fer importés depuis le cytosol 
par les transporteurs Mrs3/4 (GERBER et al, 2003; KISPAL et al, 1999; MUHLENHOFF 
et al, 2003). Les atomes de fer et de soufre sont ensuite assemblés en centres Fe-S au 
niveau de protéines spécialisées, Isul ou Isu2, qui jouent un rôle d'échafaud (GARLAND et 
al, 1999). Enfin, le transfert de ces centres Fe-S matures vers les apo-protéines implique 
les protéines Ssql et Gnc5 (DUTKIEWICZ et al, 2003; MUHLENHOFF et al, 2003; 





Figure 9. Différentes étapes menant à l'assemblage des centres Fe-S des holo-
protéines au niveau de la mitochondrie chez S. cerevisiae. L'entrée du fer cytosolique 
dans la mitochondrie est facilitée par les protéines Mrs3 et Mrs4 et se fait selon un gradient 
de force motrice à proton (1). L'assemblage des centres Fe-S débute par une étape de 
désulfurisation de la cystéine en alanine par l'enzyme Nfsl (2). Les atomes de soufre et de 
fer sont ainsi amenés à la chaperonne échafaud Isul (3). Le transfert du fer est assuré par la 
chaperonne Yfhl. Lorsque les centres Fe-S sont bien assemblés par Isul, sous leur forme 
[2Fe-2S], ils sont transférés à leurs cibles par l'intermédiaire de Ssql et Grx5 (4). À la fin 
de la voie d'assemblage des centres Fe-S mitochondriaux, il existe un transporteur de type 
ABC, Atml, qui exporte une molécule signal X vers le cytosol (5). Cette molécule X 
s'avère être importante pour permettre le jaugeage du statut intracellulaire du fer par Aftl et 
son importation nucléaire lorsque la concentration de la molécule signal s'élève dans le 
cytosol. 
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Plusieurs évidences ont permis de déterminer le rôle de Grx5 dans la voie 
mitochondriale de l'assemblage des centres Fe-S. Cette mGrx est dépourvue du domaine 
TRX et présente à son extrémité amino-terminale une séquence de localisation 
mitochondriale. Cette localisation a été validée par des expériences de fractionnement 
cellulaire et de microscopie (HOFFMANN et al, 2011; RODRIGUEZ-MANZANEQUE et 
al, 2002). Il a aussi été démontré que l'inactivation de Grx5 provoque une surcharge en fer 
de la protéine échafaud Isul (MUHLENHOFF et al, 2003). De plus, les activités des 
enzymes qui requièrent des centres Fe-S, telles que l'aconitase ou la succinate 
déshydrogénase, sont affectées dans une souche grx4A (RODRIGUEZ-MANZANEQUE et 
al, 2002). Un autre fait intéressant est que les défauts de croissance associés à une souche 
grx4A sur un milieu pauvre contenant du ménadione (un composé chimique générant des 
ROS à partir de l'anion superoxide O2") peuvent être supprimés par une sur-expression de la 
protéine Ssql (RODRIGUEZ-MANZANEQUE et al., 2002). Tous ces faits supportent le 
rôle de Grx5 dans l'assemblage des centres Fe-S. Cependant, une caractérisation plus fine 
de sa fonction reste à faire. 
5.2.2. Rôle dans la distribution intracellulaire du fer 
Le concept de distribution du fer dans une cellule par des protéines chaperonnes a 
longtemps été sujet à débat dans le champ d'étude de l'homéostasie du fer. En effet, 
contrairement au cuivre pour lequel des protéines chaperonnes ont été clairement 
identifiées, l'identité des chaperonnes du fer ne pouvait pas être clairement démontrée (KIM 
et al, 2008; SUBRAMANIAN et al, 2011). De plus, la théorie d'une forme intracellulaire 
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libre de fer a été acceptée par la communauté scientifique. Cette forme libre de fer appelée 
LIP (labile iron pool) serait la cause des dommages causés par le stress oxydatif (BREUER 
et al, 2008; KRUSZEWSKI, 2003). Récemment, l'équipe de Roland Lill a pu démontrer le 
rôle des mGrxs dans la distribution du fer intracellulaire (MUHLENHOFF et al, 2010). En 
effet, ces travaux ont permis de mettre en évidence un nouveau rôle pour Grx3 et Grx4, qui 
montre que ces protéines agissent comme des chaperonnes de fer. Les travaux montrent des 
défauts d'acheminement du fer vers plusieurs protéines cibles lorsque Grx3 et Grx4 sont 
absentes, mutées ou en quantité insuffisante (MUHLENHOFF et al, 2010). Ainsi il a été 
déterminé qu'un manque de protéines Grx3 et Grx4 provoque une diminution dans 
l'incorporation du fer dans les protéines responsables de l'assemblage des centres Fe-S 
mitochondriàux (Isul) et cytosoliques (Dre2 et Narl). Ceci a pour conséquence de causer 
des défectuosités dans le fonctionnement de protéines mitochondriales utilisant des centres 
Fe-S, telles que l'aconitase Acol et la càtalase Ctal (MUHLENHOFF et al, 2010). De 
plus, les auteurs ont pu démontrer que seule la voie d'assemblage mitochondriale des 
centres Fe-S est indispensable pour la formation de ces centres qui sont contrôlés par Grx3 
et Grx4. La voie métabolique des centres Fe-S cytosoliques n'est pas affectée par l'absence 
de Grx3 et Grx4 (MUHLENHOFF et al, 2010). Le modèle actuel propose que Grx3 et 
Grx4 séquestrent le LIP pour le distribuer et l'apporter à la machinerie d'assemblage des 
centres Fe-S (MUHLENHOFF et al, 2010). Cependant, plusieurs questions demeurent à 
être élucidées. Par exemple, est-ce que la distribution du fer par Grx4 se fait par une liaison 
directe avec les protéines cibles? Comment est-ce que la voie mitochondriale pour la 
formation des centres Fe-S peut être à la fois requise pour la formation des centres Fe-S 
nécessaires à l'activité de Grx3 et Grx4, mais également dépendante de l'activité de ces 
deux dernières protéines? 
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5.2.3. Les protéines impliquées dans le jaugeage du statut intracellulaire du 
fer - Régulation du facteur Aftl 
Comme décrit auparavant, le mécanisme régulant l'activité d'Aftl est en partie 
élucidé. Il implique l'import et l'export du noyau de ce facteur de transcription et ce, selon 
le statut en fer (YAMAGUCHI-IWAI et al., 2002). Cependant, le processus précis menant à 
la détection du statut en fer par Aftl reste encore non résolu. Les premiers indices du 
mécanisme régulant la fonction d'Aftl implique des protéines de la voie d'assemblage de 
centres Fe-S à l'intérieur de la mitochondrie, notamment, la firataxine Yfhl, la mGrx Grx5 
et le transporteur du type ABC Atml (Figure 9) (CHEN et al, 2004; RUTHERFORD et al., 
2005). Atml permettrait l'export de la mitochondrie vers le cytosol d'une molécule signal 
qui peut être une molécule contenant un centre Fe-S (KISPAL et al., 1999; RUTHERFORD 
et al., 2005). Les rôles de Yfhl et Grx5, quant à eux, seraient d'assembler le centre Fe-S de 
la dite molécule. Des rôles pour d'autres protéines cytosoliques dans la régulation d'Aftl 
ont été aussi proposés. Ces protéines sont les mGrxs Grx3 et Grx4, ainsi que Fralet Fra2 
(KUMANOVICS et al, 2008; LI et al, 2011b; OJEDA et al, 2006; PUJOL-CARRION et 
al, 2006). Grx3, Grx4 et Fra2 sont nécessaires pour l'inactivation d'Aftl en présence de fer. 
Leurs actions se situent en aval de la voie mitochondriale de biogénèse des centres Fe-S 
(KUMANOVICS et al., 2008). L'association de ces protéines a été démontrée in vivo et in 
vitro et implique la présence de centres Fe-S de type [2Fe-2S] (KUMANOVICS et al, 
2008; LI et al, 2009; LI et al., 2011b). De plus, des interactions entre Aftl et les protéines 
Grx3 et Grx4, de même que des interactions entre Aft2 et Grx4 ont été rapportées 
(HOFFMANN et al, 2011; OJEDA et al, 2006; PUJOL-CARRION et al, 2006). Le 
modèle actuel stipule que ces interactions protéiques permettent une dimérisation d'Aftl au 
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niveau de ces complexes, qui serait nécessaire pour sa reconnaissance, son inactivation et 
son export hors du noyau via l'exportine Msn5 (PHILPOTT et PROTCHENKO, 2008; 
UETA et al., 2007). 
Actuellement, il est clair que les mGrxs Grx3 et Grx4 sont requises pour 
l'inactivation d'Aftl. Cependant, les interactions rapportées pour la formation de ces 
complexes ne seraient pas dépendantes du statut en fer, ce qui ne permet pas d'expliquer la 
spécificité par des ions de fer dans ce mécanisme de régulation (OJEDA et al., 2006; 
PUJOL-CARRION étal, 2006). 
5.3. Les monothiolglutarédoxines chez Schizosaccharomyces pombe 
Les membres de la classe des mGrxs sont aussi très conservés chez S. pombe. La 
levure à fission compte trois mGrxs: Grx3, Grx4 et Grx5. Chacune d'elles possède une 
localisation cellulaire différente. Grx3 serait localisée au contour du noyau et au réticulum 
endoplasmique, Grx4 est à la fois au noyau et dans le cytosol, alors que Grx5 est localisée à 
la mitochondrie (CHUNG et al, 2004; MERCIER et LABBE, 2,009). 
Seule Grx4 possède une architecture mixte formée d'un domaine thiorédoxine-//£e 
(TRX) et d'un domaine glutarédoxine (GRX). Grx4 de S. pombe est l'homologue de Grx3 et 
Grx4, retrouvée chez S. cerevisiae. De plus, elle est la seule à avoir une fonction assignée, 
qui est de réguler le facteur Php4 (MERCIER et LABBE, 2009). La mGrx Grx3 possède un 
site actif du type CPYS. Elle est l'homologue de Grx6 et Grx7 chez S. cerevisiae. Ces deux 
dernières protéines sont localisées au niveau du réticulum endoplasmique et l'appareil de 
Golgi. Cependant, leurs rôles dans le sentier de sécrétion demeurent encore inconnus 
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(IZQUIERDO et al., 2008). La mGrx Grx5 chez S. pombe possède la même localisation 
cellulaire que son homologue chez S. cerevisiae: elle se retrouve à la mitochondrie 
(CHUNG et al., 2004). Grx5 de S. pombe interagit avec Isal et Isa2, qui sont deux 
protéines échafaud de la voie d'assemblage des centres Fe-S (KIM et al, 2010). 
6. Importance de l'acquisition du fer chez les levures pathogènes 
Comme décrit dans les sections précédentes, S. pombe représente un excellent 
modèle pour la compréhension des mécanismes qui régulent l'acquisition du fer chez les 
levures pathogènes. L'importance d'élucider ces mécanismes est reliée au rôle clé du fer 
dans la survie et la virulence de ces organismes pathogènes (HAAS et al, 2008; 
HOWARD, 1999; SUTAK et al, 2008). À ce propos, plusieurs groupes de recherche se 
sont intéressés à déterminer les mécanismes moléculaires qui régissent l'acquisition du fer 
chez les levures pathogènes. Dans cette section, je décrirai les principales découvertes 
renforçant l'importance de l'acquisition du fer chez les levures pathogènes en présentant 
notamment, une analogie avec S. pombe. 
Parmi les levures pathogènes, Aspergillus nidulans et Aspergillus fumigatus causent 
chez l'homme des infections pulmonaires, mieux connues sous le nom d'aspergilloses. Chez 
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ces deux organismes, il est connu que leur capacité à biosynthétiser les sidérophores est 
essentielle pour leur virulence (HAAS et al., 2008). À cet effet, il a été déterminé que le 
gène sidA chez A. fumigatus qui code pour une L-ornithine-Ns-oxygénase (homologue à 
Sib2 de S. pombe), est essentiel pour l'infection des poumons de souris immunosupprimées 
(HISSEN et al, 2005; SCHRETTL et al, 2004). De plus, le facteur HapX chez A. 
fumigatus, orthologue de Php4 chez S. pombe, s'avère aussi important pour accroître le 
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pouvoir infectieux de cet organisme dans un modèle murin (SCHRETTL et al., 2010). Il est 
crucial de savoir que les mammifères représentent pour les levures pathogènes des hôtes 
très carencés en fer, ce qui explique la perte du pouvoir infectieux des souches hapxA 
(SCHRETTL et al., 2010). Enfin, ces deux pathogènes du genre Aspergillus possèdent des 
régulateurs de l'acquisition du fer orthologues à Fepl, SreA chez A. fumigatus et SREA 
chez A. nidulans (HAAS et al, 1999; SCHRETTL et al, 2008). 
Un autre exemple de levure pathogène est Candida albicans qui représente un des 
organismes de la flore commensale de l'homme. Elle infecte essentiellement les muqueuses 
digestives et gynécologiques causant ainsi des candidoses. Ces infections peuvent devenir 
systémiques en touchant plusieurs organes. La régulation de l'acquisition du fer chez C. 
albicans est assurée par un facteur de transcription nommé Sful, qui est aussi un 
orthologue de Fepl (LAN et al, 2004). Cette levure acquiert le fer nécessaire pour son 
métabolisme depuis l'hôte qu'elle infecte et ce, en utilisant différentes stratégies 
(ALMEIDA et al, 2009). Pour ce faire, C. albicans exprime différents types de 
transporteurs et de récepteurs au niveau de sa surface cellulaire, pour séquestrer des 
protéines fer-dépendantes de l'hôte qui se lient aux ions de fer, notamment, la ferritine, la 
transferrine et l'hémoglobine (ALMEIDA et al, 2009). L'importance de l'acquisition du fer 
chez C. albicans est révélée par une perte du pouvoir infectieux de souches CaftrlA (dans 
un modèle murin), pour lesquelles la perméase de surface de haute affinité du fer a été 
inactivée (RAMANAN et WANG, 2000). Tout récemment, le rôle de la protéine Hap43 
(l'homologue de Php4) dans l'homéostasie du fer a été caractérisé (HSU et al., 2011). Il a 
été déterminé que tout comme HapX chez A. fumigatus, Hap43 est requise pour infecter des 
souris (HSU étal, 2011). 
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Le champignon Cryptococcus neoformans est aussi un agent pathogène qui cause 
des méningites graves, notamment chez les individus immunosupprimés (e.g. patients ayant 
contractés le VIH). L'inactivation de Cirl, l'orthologue de Fepl, diminue fortement la 
virulence de ce champignon dans un modèle murin (JUNG et ai, 2006). Cirl est un facteur 
de transcription assez particulier puisqu'il agit à la fois comme activateur et répresseur 
(JUNG et KRONSTAD, 2008). Il contrôle l'expression de plusieurs gènes, notamment ceux 
impliqués dans l'acquisition du fer, mais aussi d'autres gènes qui confèrent des propriétés de 
virulence à C. neoformans (JUNG et al, 2006). Parmi ces gènes, on peut noter l'exemple 
des gènes CAP qui sont impliqués dans la formation de la capsule de C. neoformans (JUNG 
et al., 2006). Cette capsule est formée de polysaccharides qui confèrent à C. neoformans 
une résistance à la phagocytose par les macrophages. Chez C. neoformans, le transport de 
fer de haute affinité, via le système réducteur, met en jeu un complexe formé par la multi-
cuivre oxydase Cfol et la perméase Cftl (JUNG et al., 2006; LIAN et al, 2005). 
L'expression des gènes qui codent pour ces deux protéines est régulée selon le statut en fer 
par le régulateur Cirl (JUNG et al, 2006). Tout récemment, il a été démontré que l'activité 
de Cfol contribue au pouvoir infectieux de C. neoformans et qu'elle est requise pour 
l'acquisition du fer, notamment à partir de la transferrine (JUNG et al., 2009). C. 
neoformans possède aussi une protéine orthologue à Php4, nommée HapX. Cependant, les 
données actuelles ne suggèrent pas qu'elle ait un rôle majeur dans son pouvoir infectieux 
(JUNG et al., 2010). 
Le dernier exemiple que je décris dans cette section est celui d'Histoplasma 
•capsulatum. Ce pathogène de l'homme cause des infections pulmonaires mieux connues 
sous le nom d'histoplasmoses. L'importance de l'acquisition du fer chez H. capsulatum est 
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aussi un fait très bien établi (WOODS, 2003). Le rôle crucial du gène SIDJ, qui code pour 
une L-ornithine-N5-oxygénase, a été démontré dans des modèles d'infection chez la souris 
et au niveau du pouvoir de colonisation des macrophages (HWANG et al, 2008). De plus, 
le rôle de Srel, l'orthologue de Fepl, dans la régulation de l'acquisition du fer a été très 
bien caractérisé et s'avère être important (CHAO et al, 2008). La découverte de 
l'implication d'un transporteur vacuolaire du type ABC dans l'homéostasie du fer chez H. 
capsulatum corrèle avec celle de la découverte dans notre laboratoire du transporteur Abc3 
chez S. pombe (HILTY et al, 2008). Ce transporteur vacuolaire, nommé Vmal, est requis 
pour l'infection des souris et pour la colonisation des macrophages en culture (HILTY et al., 
2008). 
Tous les exemples décrits dans cette section montrent que l'importance de 
l'acquisition du fer pom: le pouvoir infectieux est une caractéristique acceptée chez les 
levures pathogènes. La compréhension des mécanismes qui régissent l'homéostasie du fer 
chez ces levures revêt donc une importance capitale. 
7. Hypothèses et objectifs de recherche 
L'homéostasie du fer chez la levure Schizosaccharomyces pombe est principalement 
maintenue par un mécanisme de régulation transcriptionnelle des gènes qui codent pour les 
protéines responsables de son acquisition. La caractérisation moléculaire de ce mécanisme 
de régulation a mené à la détermination de l'identité d'un facteur en trans et à des éléments 
en cis qui sont le facteur transcriptionnel Fepl et les motifs 5'-(A/T)GATA(A/T)-3', 
respectivement (PELLETIER et al, 2002). Au cours de ces travaux, un mode d'action de 
Fepl a été proposé dans lequel la liaison directe de Fepl à l'ADN en présence de fer est 
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requise afin qu'il puisse réprimer la transcription (PELLETIER et al, 2002; PELLETIER et 
al, 2003; PELLETIER et al, 2005). Cependant, plusieurs facettes du processus de la 
régulation de l'acquisition du fer chez S. pombe demeurent encore incomprises. 
Mon projet de doctorat visait donc à élucider les points suivants: 
1. Valider le concept de l'association de Fepl à l'ADN observé in vitro et ce, dans un 
contexte in vivo. De plus, caractériser le rôle des différents domaines nécessaires 
pour permettre une liaison de Fepl à la chromatine au niveau des promoteurs de ses 
gènes cibles. 
2. Déterminer le mécanisme post-traductionnel par lequel l'activité de Fepl est inhibée 
lors d'une carence en fer. 
3. Enfin, établir la preuve d'une conservation du mode de fonctionnement des 
régulateurs de l'acquisition du fer entre les levures pathogènes et S. pombe et ce, en 
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Résumé 
Chez Schizosaccharomyces pombe, en réponse à des concentrations élevées de fer, 
le senseur du fer Fepl médie la répression transcriptionnelle des gènes du transport du fer. 
D'autre part, l'expression de fepl^ est régulée à la baisse durant les conditions de carence 
en fer par le facteur Php4, qui lie les éléments CCAAT. Dans cette étude, nous avons créé 
une souche double mutante fepl A php4A dans laquelle l'expression de fepl+ a été 
désengagée de sa répression dépendante de la carence en fer par Php4, afin d'examiner les 
effets du fer sur des allèles fonctionnels fepl+-GFP et TAP-fepl+ constitutivement 
exprimés ainsi que leur produits. Dans ces cellules, la protéine Fepl-GFP se localisait 
invariablement dans le noyau sous les deux conditions de carence et d'excès en fer; En 
utilisant des essais d'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP), nous avons constaté 
qu'm vivo Fepl est associé aux promoteurs répondant au fer. La liaison à la chromatine a 
été fer-dépendante, avec une perte de liaison observée en présence de faible teneur en fer. 
La dissection fonctionnelle de la protéine a révélé que le segment comprenant les 241 
premiers résidus qui inclut deux motifs à doigts de zinc de type Cys2/Cys2 et une région 
riche en Cys est requis pour l'occupation optimale des promoteurs par Fepl. Dans ce 
segment, un module minimal englobant les acides aminés 60-241 est suffisant pour la 
liaison fer-dépendante de la chromatine. En utilisation une analyse simple hybride, nous 
avons montré que le remplacement du domaine de répression de Fepl, en fusionnant le 
domaine d'activation de VP 16 au fragment 1-241 de Fepl liant la chromatine, convertit la 
protéine d'un répresseur fer-dépendant à un activateur fer-dépendant de la transcription. 
Ainsi, la fonction de répression de Fepl peut être remplacée par celle d'une fonction 




In Schizosaccharomyces pombe, the iron sensor Fepl mediates the transcriptional 
repression of iron transport genes in response to high iron concentrations. On the other 
hand, fepl* expression is down-regulated under conditions of iron starvation by the 
CCAAT-binding factor Php4. In this study, we created a fepl A php4A double mutant strain 
where expression of fepl+ was disengaged from its iron limitation-dependent repression by 
Php4, to examine the effects of iron on constitutively expressed functional fepl+-GFP and 
TAP-fepl+ alleles and their gene products. In these cells, the Fepl-green fluorescent 
protein was invariably localized in the nucleus under both iron-limiting and iron-replete 
conditions. Using chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays, we found that Fepl is 
associated with iron-responsive promoters in vivo. Chromatin binding was iron-dependent, 
with loss of binding observed in the presence of low iron. Functional dissection of the 
protein revealed that the N-terminal 241-residue segment that includes two consensus 
Cys2/Cys2-type zinc finger motifs and a Cys-rich region is required for optimal promoter 
occupancy by Fepl. Within this segment, a minimal module encompassing amino acids 
60-241 is sufficient for iron-dependent chromatin binding. Using yeast one-hybrid 
analysis, we showed that replacement of the repression domain of Fepl by fusing the 
activation domain of VP16 to the chromatin-binding fragment 1-241 of Fepl converts the 
protein from an iron-dependent repressor into an iron-dependent transcriptional activator. 
Thus, the repression function of Fepl can be replaced with that of a transcriptional 
activation function without loss of its iron-dependent DNA-binding activity. 
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Introduction 
Because iron readily gains and loses an electron, it is an essential cofactor for a wide 
variety of cellular enzymes, including metalloproteins that are involved in the transfer of 
electrons (10, 39). Iron-dependent enzymes are essential in numerous biochemical 
processes such as respiration, the tricarboxylic acid cycle, photosynthesis, and nitrogen 
fixation (12). On the other hand, this same redox active property of iron makes it 
potentially toxic. Indeed, iron has the potential to generate toxic oxygen radicals via the 
Fenton reaction (14). Thus, in order to maintain sufficient but not excessive concentrations 
of iron, organisms have evolved with regulated mechanisms for ensuring the balance 
between essential and toxic iron levels. 
Unicellular organisms have developed efficient means to regulate iron uptake (4, 17, 36). 
Studies in yeast have shown that several genes known to encode components of the iron 
transport machinery are regulated at the transcriptional level; they are induced under 
conditions of iron starvation and repressed under conditions of iron repletion (18). In the 
model organism Schizosaccharomyces pombe, it has been shown that down-regulation of 
the iron transport machinery is directed by Fepl, a member of the GATA protein family of 
transcription factors (21). Consistently, we determined that Fepl recognizes and binds to 
consensus GATA sequences found in the region upstream of their target genes, including 
the promoters of genes encoding components of the reductive (e.g.frpl+,fiol+,fipl+) and 
non-reductive (e.g. strl+, str2+, and str3+) iron transport systems (31, 32). 
The N-terminal 241 amino acid region of Fepl contains two Cys2/Cys2-type zinc finger 
motifs, denoted ZF1 and ZF2. In addition, there is a highly conserved region, termed the 
cysteine-rich region (Cys-rich), located between the zinc fingers. The sequence of the N 
terminus of Fepl is highly similar to the N-termini of other fungal GATA-type 
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transcriptional repressors of iron-responsive genes, including Urbsl (from Ustilago 
maydis), SRE (from Neurospora crassa), SREA (from Aspergillus nidulans), Sful (from 
Candida albicans), and Srel (from Histoplasma capsulatum) (2, 3, 5, 13, 15, 23, 29, 41). 
In vitro binding studies demonstrated that recombinant proteins containing residues 1-241 
of Fepl or 116-374 of Srel, expressed in and purified from bacteria, specifically interact 
with GATA elements in an iron-dependent manner (5, 33). For Fepl, it was shown that 
ZF2 alone is sufficient for DNA binding in vitro (34). For SRE and Srel, although 
mutations in either zinc finger motif led to a significant loss in DNA binding, functional 
dissection of their DNA-binding domains indicated that inactivation of ZF2 resulted in a 
more severe defect (5, 40). The critical requirement of ZF2 for DNA binding is 
reminiscent to Urbsl in U. maydis where the second zinc finger alone is necessary and 
sufficient for specific binding to DNA (3). However, as opposed to Urbsl, the transcription 
factors Fepl and SRE require both ZF1 and ZF2 for normal iron-dependent down-
regulation of target gene expression (15, 34). 
As mentioned above, a hallmark feature of these fungal iron-regulating GATA transcription 
factors is the presence of a conserved 27-residue segment containing four invariant Cys 
residues that is positioned between the two zinc finger motifs (11). Specific mutations 
converting the Cys residues to Ala resulted in transcription factors with a significantly 
lower affinity for DNA (5, 34). Mutation of these residues in Fepl resulted in a reduction 
in its DNA binding affinity which correlated with a loss in its ability to repress target gene 
expression (34). Interestingly, it was observed that during the purification of recombinant 
expressed SRE, Fepl and Srel DNA binding domains by affinity chromatography, the 
wild-type proteins which possess the ZF1, Cys-rich, and ZF2 motifs were reddish-brown in 
color, presumably due to the presence of protein-bound iron (5, 15) (B. Pelletier and S. 
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Labbé, unpublished data). This assumption was recently confirmed by experiments 
showing that ferric iron was directly associated with purified recombinant Srel (5). In 
contrast, when the conserved Cys residues of the SRE, Fepl, and Srel Cys-rich regions 
were mutated to alanines, the mutant recombinant peptidés exhibited no distinctive color 
during purification. Consistent with this observation, Srel protein with mutations in the 
Cys-rich region contained much less iron compared to the wild-type Srel (5). It has also 
been shown that wild-type Srei is associated with zinc ions (1.6 equivalent per monomer). 
Disruption of either ZF1 or ZF2 motifs resulted in the reduction of associated zinc to about 
half of the normal concentration found in the wild-type protein (5). As previously reported 
for SRE (15), zinc-chelated Srel failed to bind to GATA elements (5). However, since 
neither SRE nor Srel responded to exogenous zinc via enhanced down-regulation of target 
gene transcription, it is likely that the zinc mainly plays a structural role in the fungal iron-
regulating GATA transcription factors. 
Genes encoding iron-regulatory GATA-type transcriptional repressors are either 
constitutively expressed (e.g. Urbsl, SRE) or differentially expressed as a function of iron 
availability (e.g. SREA, Fepl, and Srel) (5, 13, 26). Transcript levels of SREA,fepl+, and 
SRE1 are induced under iron-replete conditions and repressed under conditions of iron 
starvation. Down-regulation of fepl+ gene expression in response to iron limitation 
occurred only upon treatment with a permeant iron chelator (26). 
Two novel transcription factors that are critical for down-regulating expression of genes 
encoding iron-using proteins under iron-limiting conditions have been identified in S. 
pombe and A. nidulans (16, 25). The S. pombe Php4 is an important subunit of the fission 
yeast CCAAT-binding protein complex (24, 25). In response to iron starvation, Php4 is 
synthesized and interacts with the Php2/Php3/Php5 heterotrimer to mediate repression of 
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genes encoding iron-using proteins, including the fepl+ gene (25, 26). When iron is 
abundant, Php4 fails to act as a repressor. fepl* transcription is therefore derepressed. 
Once made, Fepl associates to GATA-type regulatory sequences and represses genes 
involved in iron acquisition and other iron-regulated genes including the php4+ (25). Based 
on these results, we propose a model wherein tight regulation of intracellular iron levels is 
controlled by the interplay between Php4 and Fepl through mutual control of each other's 
expression. A Php4 ortholog in A. nidulans, designated as HapX, can also direct the down-
regulation of genes encoding iron-using proteins during iron deficiency (16). Like the 
interplay observed between Php4 and Fepl, a mutual transcriptional control between HapX 
and SRE A has also been reported as a function of iron availability (16). 
A working model for repression by Fepl posits that, when bound by iron, Fepl binds to its 
target DNA sequence within the promoter of the regulated genes to repress transcription. 
In contrast, when iron is limiting within the cell, Fepl dissociates from the DNA, allowing 
transcription of target gene to occur. Central to this model is the extent by which Fepl 
occupies the promoters of target genes in vivo in the presence of iron versus its occupancy 
when cells are grown under iron-limiting conditions. In the current study, using a 
chromatin immunoprecipitation (ChIP) technique and functional TAP-fepl* fusion allele, 
we demonstrate that TAP-Fepl strongly associates with iron-responsive promoters in iron-
replete cells in vivo. In contrast, we found that conditions of iron starvation inhibit the 
binding of TAP-Fepl to chromatin. Deletion mapping analysis revealed that the N-
terminal 241-residue segment of Fepl is necessary and sufficient for maximal iron-
dependent binding to chromatin. Further analysis by ChIP showed that the region 
encompassing the Cys-rich domain and ZF2 (amino acids 60-241) constitutes the minimal 
module for iron-dependent binding of Fepl to chromatin at the fiol* promoter, while 
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truncation of ZF1 (1-59A) led to a decrease in its binding ability. Using one-hybrid 
analysis, we showed that the VP 16 acidic activation domain fused to the N-terminal 
segment 1-241 of Fepl is able to activate transcription in response to iron. Collectively, 
our results reveal that Fepl 1-241 constitutes a module that upon activation by iron can 
bind to GATA sequences in vivo. Furthermore, depending upon the nature of the amino 
acids fused to the Fepl 1-241 segment, the new hybrid protein can potentially trigger a 
positive or negative iron-dependent transcriptional regulatory response. 
Materials and methods 
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Yeast strains and media. The genotypes of the S. pombe strains used in this study were as 
follows: FY435 (h+ his7-366 Ieul-32 ura4-A18 ade6-M210), php4A (h+ his7-366 leul-32 
ura4-AÎ8 ade6-M210 php4A::KANr), fepl A (h+ his7-366 leul-32 ura4-Al8 ade6-M210 
feplA::ura4+), and fepl A php4A (h+ his7-366 leul-32 ura4-A18 ade6-M210 feplAwKAbf 
php4A::loxP). Yeast cells were grown to exponential phase at 30°C in yeast extract plus 
supplements (225 mg/liter of adenine, histidine, leucine, uracil, and lysine) (1) with or 
without the addition of 250 fiM 2, 2'-dipyridyl (Dip), 250 pM 
bathophenanthrolinedisulfonic acid (BPS), and 100 or 250 jxM FeCU. Edinburgh minimal 
medium (EMM) (1) lacking specific amino acids required for plasmid selection was also 
used when yeast strains were transformed with non-integrative plasmids. Yeast 
transformations and manipulations were carried out using standard techniques (1). 
Plasmids. Plasmids pJK-1478/ê/>i+, pJK-1478fepl+-GFP, pJK-1478TAPfepl+, pJK-
1478TAP feplM241, pJK-147STA?feplM318, and pJK- 1478TAP/ep7M?59 were 
constructed by molecular strategies described previously (34). The full-length coding 
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region of fepl* was isolated from the plasmid pJK-1478TAPfepl* using the BamHI and 
PstI restriction enzymes, and subcloned into the same restriction enzyme sites of 
pBluescript SK (Stratagene, La Jolla, CA), generating pSKfullfepl*. To create truncations 
from the N-terminal end of Fepl, the fepl*gene starting at codons 60, 130, and 242 was 
amplified by PCR from the plasmid pSKfull/ëpi+ using primers designed to introduce an 
initiator codon at the 5' end, and unique BamHI and PstI sites at the termini of the upstream 
and downstream DNA fragments, respectively. The PCR products obtained were digested 
with BamHI and PstI and exchanged with an identical DNA region into the plasmid 
pSKfull/ejpi+ or pJK-1478TAP/ep/+. The purpose of the DNA fragment exchange into 
plasmid pSKfull/êp/+ was to facilitate the validation of the integrity of each construct by 
DNA sequencing. pJK-1478TAP/e/?i+ plasmid derivatives were denoted pJK-
1478TAP/epi-59A, pJK-1478TAP/ep7-i29A, and pJK-1478TAP/epi-24iA. An identical 
DNA cloning strategy was used to generate plasmids pJK-1478TAF'feplC85A/C88A and 
p]K-\478TAPfeplR184A/R185A/D186A/E187A, except that the initial DNA products were 
obtained from templates pJK-\478feplC85A/C88A and pJK-
1478\feplR184A/R185A/D186A/E18.7A, respectively (34). To delineate the minimal 
module of Fiepl required for interaction with chromatin, truncated alleles of fepl* were 
generated by PCR from the plasmid pSKfull/ë/?i+. Primer pairs that incorporated unique 5' 
and 3' BamHI and PstI restriction sites, respectively, as well as initiator and stop codons at 
the indicated amino acid positions were used to create fepl-60-359, fepl-60-318, and fepl-
60-241 alleles. The PCR products were digested with BamHI and PstI restriction enzymes 
and then used to replace the equivalent restriction fepl* DNA segment in pJK-
1478TAP/epi+. The resulting plasmids were denoted pJK-1478TAP/ê/?i-60-559, pJK-
\47$lP&fepl-60-318, and pJK-1478TAP/ê/?i-60-24/. The nmtl* promoter up to position 
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-1178 from the start codon of the nmtl* gene was isolated from pREP81X (9) by PCR. 
Once generated, the DNA fragment was digested with SacII and Nhel and the fragment 
containing the nmtl+SIX promoter was exchanged with the SacII-Nhel fepl* promoter 
region in plasmid pJK-1478/epi+ and pJK-1478TAP/f?/?/+ to generate pJK-1178nmtl*81X-
fepl* and pJK-1178 nmtl* 81X-TAPfepl*, respectively. 
RNA isolation and analysis. Total RNA was prepared using a hot phenol method as 
described previously (6). RNA samples were quantified spectrophotometrically, and 15 jag 
of RNA per sample was used for an RNase protection assay, which was performed as 
described previously (26). Plasmid pSKfepl* was constructed by ligating a 181-bp 
BamHI-EcoRI fragment from the fepl+ gene into the same sites of pBluescript SK. This 
latter fragment corresponds to the region between +68 and + 249 downstream from the first 
base of the translationai start codon of fepl*. The riboprobes derived from the plasmids 
pSKfiol* (31) and pSKactl* (25) were used to detect fiol* and actl* transcripts, 
respectively. The actl* riboprobe was used to detect actl* mRNA as an internal control 
for normalization during quantification of the RNase protection products. 
Chromatin immunoprecipitation (ChIP). Logarithmic-phase cells (100 ml of each culture) 
were fixed by the addition of 1% formaldehyde for 20 min at 25°C. After the addition of 
643 mM glycine, cells were washed twice in IX solution A (20 mM Tris/HCl, pH 7.5, 150 
mM NaCl) and lysed with glass beads in breaking buffer (0.1 M Tris/HCl, pH 8.0, 20% 
glycerol, and 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride) in the presence of a complete protease 
inhibitor mixture (P8340; Sigma). Cells were broken using a FastPrep FP120 (BIO 101 
Thermo electron corporation, Milford, MA) instrument (2 times 45 s at 4°C, interrupted by 
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30 s in an ice bath). Lysates were subjected to centrifugation at 13,000 rpm for 5 min at 
4°C. After centrifugation, supernatants were removed and pellets were washed twice in FA 
buffer (50 mM HEPES-KOH, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1 
% deoxycholic acid) in the presence of 0.1% SDS. Pellets were resuspended in 1.0 ml FA 
buffer and sonicated until chromatin was sheared to an average size of 500 bp using a 
Branson 450 sonicator (Branson Ultrasonics, Danbury, CT) at 20 amplitude microns (4 
times 20 s in an ice bath, interrupted by 1 min cooling steps). The volume of sonicated 
chromatin was adjusted to 4 ml with FA buffer/0.1% SDS, and then cleared by 
centrifugation at 13,000 rpm for 10 min. Chromatin was flash-frozen in liquid Na and 
stored in 800 (il aliquots at -80°C. 
Immunoprecipitation of TAP-tagged Fepl bound to chromatin was carried out using 
preblocked IgG-Sepharose beads. Equal amounts of chromatin (as measured by DNA 
content) were incubated in the presence of 30 |xl IgG-Sepharose beads in which 0.1 M NaCl 
was added to the FA buffer/0.1% SDS. Before immunoprecipitation with IgG beads, 1% of 
each sample was saved as input fraction. The mixture was incubated for 3 h at 4°C on a 
rotary shaker. Beads were pelleted and the supernatant transferred to fresh tubes for further 
analysis. Immunoprecipitates were washed four times in 1 ml of FA buffer supplemented 
with SDS (0.1%), in 1 ml of Wash 2 buffer (FA buffer supplemented with 0.1% SDS and 
0.5 M NaCl), in 1 ml of Wash 3 buffer (10 mM Tris/HCl, pH 8.0, 250 mM LiCl, 0.5% 
Triton, and 0.5% deoxycholic acid), and in 1 ml of TE (10 mM Tris/HCl, pH 8.0, 1 mM 
• 
EDTA), respectively. After each wash, the liquid suspensions were transferred to fresh 
tubes. Immunocomplexes were then eluted from the beads by two sequential incubations at 
65°C for 10 min in 250 |a,l of Elution buffer (50 mM Tris/HCl, pH 8.0, 10 mM EDTA, 1% 
SDS) followed by centrifugation. Eluted DNA and. DNA of the input control were 
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incubated first at 65°C for 18 h for de-cross-linking, and subsequently in the presence of 50 
|j.g Proteinase K for 2 h at 37°C. Free DNA was purified from the solution by 
phenol/chloroform/isoamylalcohol (25:24:1) extraction in the presence of 0.4 M LiCl. 
After centrifugation and precipitation by the addition of glycogen and ethanol, precipitated 
DNA was resuspended in 100 |xl of TE for PCR analysis. 
PCR amplifications were performed essentially as described in Komarnitsky et al. (19), 
except that PCR cycle was once 2 min at 94°C, followed by 25 cycles of 1 min at 94°C, 1 
min at 55°C, and 2 min at 72°C, and then once 4 min at 72°C. Radiolabeled PCR products 
were purified with quick Spin columns (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) and resolved 
in 6% poly aery lamide- IX TBE gels. PCR signals were quantitated by Phosphorlmager 
scanning and normalization to the input DNA reaction and the internal Intergenic control 
primer pair (to correct for PCR efficiency and background signal). All experiments were 
conducted at least three times, and each experiment yielded similar results. Primers that 
span fiot and strl+ promoter regions that include functional GATA boxes (31, 32) were 
used for PCR analysis. Primers were designated by the name of the gene promoter 








Preparation of S. pombe extracts and Western blot analysis. Protein extracts were prepared 
from aliquots of cell cultures that were taken after their incubation in the presence of 250 
(iM 2,2'-dipyridyl (Dip) or 250 (iM FeCU, but just before their treatment with 1% 
formaldehyde, which was used for chromatin immunoprecipitation analyses. Harvested 
cells were washed two times in ice-cold water. Cells were resuspended in cold extraction 
buffer (200 mM Tris-HCl (pH 8.0), 400 mM (NH^SO* 10 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 
10% glycerol, 7 mM p-merCaptoethanol, and 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride) 
containing a complete protease inhibitor cocktail (Sigma; P-8340), and lysed by vortexing 
with an equivalent volume of glass beads (Sigma; G-8772) for 10 min at 4°C. The beads 
were removed by centrifugation, and the lysate was quantitated by the Bradford assay. 
Equal amounts of each sample were resolved by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 
electrophoresis, and then transferred to nitrocellulose Hybond-ECL (GE Healthcare, Little 
Chalfont, Buckinghamshire, UK). Immunoblots were analyzed for steady-state levels of 
TAP-Fepl or its mutant derivatives, as well as the PCNA protein using polyclonal anti-
mouse IgG antibody (ICN Biomedicals, Aurora, OH) and monoclonal anti-PCNA antibody 
PC 10 (Sigma-Aldrich Canada, Oakville, ON). After a 2-h incubation with the above-
mentioned primary antibodies in 1% powdered skim milk in PBST (10.1 mM Na2HP04, 
1.8 mM KH2P04, pH 7.4, 138 mM NaCl, 2.7 mM KC1, 0.1% Tween 20), the membranes 
were washed 4 times with PBST, incubated with the appropriate horseradish peroxidase-
conjugated secondary antibodies (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK), 
and then visualized by chemiluminescence. 
Fluorescence microscopy. Fluorescence microscopic analysis was performed as described 
previously (34), except that liquid cultures were seeded to an A goo of -0.5 and grown to 
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exponential phase (Agoo of ~1.0), and then treated with 250 |iM 2,2'-dipyridyl (Dip) or 100 
fiM FeCl3 for 90 min. Furthermore, 4',6'-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (D-8417; 
Sigma) was used for DNA staining instead of Hoechst 33342. Fluorescence and 
differential interference contrast images of the cells were obtained on an Eclipse E800 
epifluorescent microscope (Nikon, Melville, NY) equipped with an ORCA ER digital 
cooled camera (Hamamatsu, Bridgewater, NJ). The samples were analyzed using 1000X 
magnification with the following filters: 465-495 nm (GFP) and 340-380 nm (DAPI). Cell 
fields shown in this study are representative of experiments repeated at least five times. 
One-hybrid system. S. cerevisiae strain CM3260 (Matatrpl-63 leu2-3, 112 gcn4-101 his3-
609 ura3-52) (8) was used for one-hybrid analysis. Cells were grown in a modified 
synthetic minimal medium containing 83 mg/1 tryptophan, 83 mg/1 histidine, and 30 mg/1 
lysine, 2% dextrose, 50 mM MES [2-(7V-morpholino)ethanesulfonic acid] buffer [pH 6.1], 
and 0.67% yeast nitrogen base minus copper and iron (MP Biomedicals, Solon, Ohio). To 
generate the reporter plasmid pCM2xGA TA-lacZ, a 297-bp Bglll-Xhol PCR-amplified 
DNA segment from the fiol+ promoter that contains two iron-responsive GATA sequences 
(positions -800 to -795 and -111 to -772) was inserted into the Bglll and Xhol sites of 
pCM64 (22). Plasmid pVPl 6-fepl241 was created as follows. The DNA sequence 
encoding the N-terminal region of Fepl (residues 1-241) was isolated by PCR from pJK-
\Al%fepl+ (34) and cloned into the BamHI and Asp718 sites of pVP16 (33). A similar 
strategy was used to generate plasmid pVP-fepl24J-R184A/R185A/D186A/E187A, except 
that the N-terminal region of Fepl was isolated by PCR from pJK-141 Qfepl-
R184A/R185A/D186A/E187A (34) (instead of pJK-1478/ep7+). A second combination of 
primers that contained BamHI and PstI restriction sites were used to PCR-amplify the first 
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241 codons of fepl+. The PCR fragment was then inserted into the BamHI-PstI sites of 
p425ADH plasmid (28), creating a vector that expressed the first 241 amino acid residues 
of Fepl ('Fepl241 alone). Liquid cultures of purified co-transformed cells were seeded to a 
density of A goo = 0-5 and then grown to exponential phase (Agoo of 1.0). At log phase, 
cultures were treated with 250 jaM Dip or 100 (iM FeCl3 for 90 min. P-galactosidase 
activity was determined as described previously (42). Expression of VP16-'Fepl241 and 
VP16-1Fepl241-R184A/R185A/D186A/E187A fusion proteins was verified by immunoblot 
analysis using the monoclonal anti-VP16 antibody 1-21 (Santa Cruz Biotechnology). A 
monoclonal anti-PGK antibody 22C5-D8 (Molecular Probes) was used to detect PGK 
protein as an internal control. 
Results 
Fepl-GFP is localized in the nucleus offepl A php4A double mutant cells under both low 
and high iron conditions. As determined in a previous study (26) and shown in Fig. 1A, 
treatment of wild-type cells for 90 minutes with the permeant iron chelator Dip (250 fxM), 
resulted in a decrease in the steady-state levels offepl* mRNA by ~3.5-fold compared to 
the basal levels observed in untreated cells. On the other hand, treatment of cells with the 
nonpermeant iron chelator BPS (250 fiM) or with iron (100 nM) for the same incubation 
time had no significant effect on fepl+ transcript levels (Fig. 1A, WT). Importantly, we 
previously showed that the down-regulation of fepl* expression in response to iron 
limitation by Dip required the CCAAT-binding transcription factor Php4 (26). To begin to 
understand the mechanism by which Fepl occupies the promoter of target genes in vivo, we 
developed a biological system that allows us to unlink iron-dependent behavior of Fepl 
protein from its transcriptional regulation by Php4. We first eliminated the Php4-dependent 
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down-regulation offepl+ mRNA levels to ensure constitutive expression of Fepl regardless 
of iron status. The php4* locus was inactivated by insertional deletion to create a php4A 
mutant strain (Fig. 1A, php4A). The fepl* open reading frame in this strain was replaced 
with the kanMX2 genetic marker to create a fepl A php4A double mutant strain. This strain 
was then transformed with integrative plasmids harboring either a fepl*, fepl*-GFP, or 
TAP-fepl* allele that were subsequently expressed under the control of the fepl* promoter 
upon integration into the genome, fepl A php4A double mutant cells expressing these 
alleles exhibited fepl* mRNA levels that were unregulated by iron or iron starvation (Fig. 
1, A and B). We examined the effect of intracellular iron levels on the subcellular 
localization of Fepl protein fused to GFP (Fepl-GFP) expressed in this strain. As shown 
in Fig. 1C, Fepl-GFP fluorescence was detected in the nuclei of cells expressing the fusion 
allele under both iron-limiting and iron-replete conditions. Fepl-GFP fluorescence co-
localized with the DNA-staining dye DAPI, which was used as a marker to stain the 
nucleus. While no fluorescence was observed in cells that were integrated with the empty 
vector, the fepl A php4A double deletion strain expressing GFP alone displayed a pattern of 
fluorescence throughout cytoplasm and nucleus of cells (Fig. 1C). 
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Fig. 1. Fepl-GFP is present in the nucleus offepl A php4A double mutant cells with no 
changes in its localization in response to either iron starvation or repletion. A, 
Representative RNase protection assay of fepl+ and actl+ mRNA steady-state levels. 
fepl A php4A cells were transformed with the integrative plasmids pJK-1478/e/?/+, pJK-
1478'fepl*-GFP, and pJK-147STAP-fepl+. As controls, fepl* steady-state mRNA levels 
were also assessed in the isogenic strains FY435 (wild-type, WT) and AMY15 (php4A). 
Total RNA was extracted from aliquots of cultures incubated in the absence (-) or presence 
of 250 uM Dip, 250 jxM BPS, or 100 jiM FeCl3 (Fe) for 90 min at 30°C. B, Graphic 
representation of quantification of three independent RNase protection assays, including the 
experiment shown in panel A. C, Shown are representative fepl A php4A double mutant 
cells expressing an empty-integrative vector alone, GFP alone, or Fepl-GFP. Cells 
harboring the Fepl-GFP fusion protein were grown to logarithmic phase and then treated 
with either 250 p.M Dip or 100 FeCh (Fe) for 90 min. The cells were analyzed by 
fluorescence microscopy for GFP (top panel). DAPI was used to stain the nucleus (middle 
panel), and Nomarski optics (bottom panel) was utilized to monitor cell morphology. For 
simplicity, cells transformed with an empty plasmid (vector alone) or GFP alone were taken 
from iron-deficient cells since the fluorescent images from iron-replete cells were virtually 
identical. 
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Fig. 2. Integration of the fepl*, fepl*-GFP, or TAP-fepl* alleles in fepl à php4A mutant 
cells restores iron-dependent down-regulation offiol* expression. A fepl A php4A double 
mutant strain was transformed with pJK-147Sfepl*, pJK-1478fepl*-GFP, or pJK-
1478TAP-/e/?/+. Total RNA from cultures treated with Dip (250 |xM) or FeCU (100 |jM) 
(Fe) was isolated and analyzed by RNase protection assays. Steady-state levels of fiol* 
and actl* mRNA (indicated with arrows) were determined. As additional controls, a fepl A 
single mutant strain was transformed with an empty vector (vector alone), and the parent 
FY435 (WT) was used as a positive control for repression of fiol* gene expression under 
iron-replete conditions. The results shown are representative of three independent 
experiments. 
To test whether insertion of TAP and GFP interfered with Fepl function, the untagged 
(fepl*) and tagged {JAP-fepl* and fepl*-GFP) coding sequences were separately 
integrated into fepl A php4A mutant cells. After their isolation, the integrants were 
analyzed for their ability to repress fiol * mRNA levels in response to iron. As shown in 
Fig. 2, when TAP-Fepl and Fepl-GFP were expressed in fepl A php4A mutant cells, they 
functionally conferred iron-dependent repression offiol* expression in a fashion similar to 
that of the wild-type Fepl protein. On the other hand, the absence of Fepl resulted in 
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sustained expression of the fiol+ mRNA levels that were unresponsive to iron (Fig. 2). 
Collectively, these results show that we have established a biological system where 
functional alleles of fepl+ are constitutively expressed and whose gene products are 
localized within the nucleus of cells under both low and high iron concentrations. 
Fepl binds to target gene promoters in vivo in an iron-dependent manner. To determine if 
/ 
Fepl is constitutively associated with the fiol+ promoter, we used a chromatin 
immunoprecipitation method in which proteins were cross-linked in vivo to DNA that they 
are associated with using formaldehyde (20). Cell lysates were prepared from fepl à. php4à. 
cells in which a functional fepl+ gene containing a TAP tag immediately after the initiator 
codon (TAP-Fepl) was returned by integration. The chromatin was prepared and sonicated 
to an average size of 500 bp. DNA segments crosslinked to TAP-Fepl were isolated by 
immunoprecipitation with an anti-mouse IgG that bound to two IgG-binding units of 
protein A encoded within the TAP tag. To identify the DNA sequences bound to TAP-
Fepl, the cross-links were reversed and the DNA was analyzed by quantitative PCR using 
primer sets specific to the fiol* or strl+ promoter regions that are known to be required for 
iron-mediated repression of gene expression (31, 32). An intergenic region on 
chromosome II (contig location 3860292 - 3860402) devoid of ORFs and GATA-type ex-
acting sequences was used as a control for unregulated and nontranscribed DNA. Cells 
expressing untagged or TAP-tagged fepl+ alleles (Fig. 3) were pre-cultured in the presence 
of the iron chelator Dip (100 |iM) to preclude iron-dependent down-regulation of target 
gene expression. Cells were harvested from cultures at logarithmic phase, washed, and 
resuspended in the same media containing either Dip (250 p.M) or FeCh (250 |iM) for 90 
min. The results from chromatin immunoprecipitation analysis showed that when cells 
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were treated with iron (250 |xM FeCh), TAP-Fepl occupied the fiol* and strl+ promoters 
at high levels (Fig. 3, A and B). Its association was iron-dependent exhibiting 8.5-fold 
higher levels of fiol+ promoter DNA immunoprecipitated with anti-mouse IgG antibodies 
when the chromatin was isolated from cells grown in the presence of iron (250 |xM FeC^) 
compared to cells that were cultured in the presence of Dip (Fig. 3A). Likewise, anti-
mouse IgG antibodies immunoprecipitated 41.6-fold more TAP-Fepl associated with the 
strl+ promoter DNA in cells grown in the presence of 250 p.M FeCb compared to cells 
cultivated under conditions of iron starvation (Fig. 3B). In contrast, low levels offiol+ and 
strl+ promoter were immunoprecipitated in iron starved cells grown in the presence of 250 
pM Dip (Fig. 3, A and B). These levels were similar to the background signals observed 
when chromatin immunoprecipitation was performed in a strain expressing untagged Fepl 
(Fig. 3, A and B). These observations are consistent with results showing strong induction 
of fiol* (Fig. 2) and strl* (32) mRNA levels during iron starvation, suggesting that under 
these conditions, binding of TAP-Fepl repressor to the promoters of these genes occurred 
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Fig. 3. fiol* and strl* promoters are bound by TAP-Fepl in an iron-dependent manner. A, 
ChIP analysis was performed on the fiol* promoter in cells carrying an integrated untagged 
or TAP-tagged fepl* allele, fepl A php4A cells were pre-cultivated in the presence of 100 
pM Dip and grown to an Aéoo of ~1 -0- Cells were then washed and incubated for 90 min in 
the presence of 250 |iM Dip or 250 pM FeCl3. The top band is the /ïo/+-specific signal, 
whereas the lower band is an internal background control from a nontranscribed region 
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(intergenic region). The lower panel shows a graphic representation of the quantitation of 
three independent ChIP assays, including the experiment depicted in the upper panel. 
Signals are expressed as relative binding (%) and was calculated as a percentage of the 
highest value obtained. B, ChIP analysis on the strl+ promoter was performed as 
described for panel A. The graphic (bottom panel) shows a quantitation of three 
independent ChIP experiments. Input, input chromatin; Ip, immunoprecipitated chromatin. 
To verify whether the TAP-Fepl fusion protein was expressed under both low (250 |iM 
Dip) and high (250 |J.M FeCh) iron conditions, fission yeast nuclei that contain unbound 
nuclear proteins and proteins crosslinked to chromatin by formaldehyde were analyzed by 
immunoblotting (Fig. SI, Supplemental data). Irrespective of whether the proteins were 
crosslinked to chromatin or not, TAP-Fepl was clearly produced under both iron-limiting 
and iron-replete conditions (Fig. SI, input, Supplemental data). Furthermore, we found that 
IgG-Sepharose beads attached to both crosslinked and un-crosslinked Fepl because TAP-
Fepl  wias detected in the immunoprecipi tates  in the absence or  presence of  iron (Fig.  SI ,  
IP, Supplemental data). However, as expected, no immunoprecipitate was observed in 
fepl A php4A cells expressing the untagged fepl* allele (Fig. SI, Supplemental data). 
Taken together, these results indicate that under iron-replete conditions, Fepl is strongly 
associated with its target promoters in vivo and dissociates from these promoters in 
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Fig. SI. Immunoprecipitation of TAP-Fepl. A, fepl A php4à cells harboring an untagged 
or a TAP-tagged fepl+ allele were incubated in the presence of Dip (250 p.M) for 90 min at 
30°C. Yeast nuclei were prepared from each culture and incubated with an IgG-Sepharose 
affinity resin. A portion of the yeast nuclear protein preparations (Input, ~0.2%) was 
loaded on SDS-polyacrylamide gel to verify the presence of the TAP-tagged protein prior 
to chromatography. Yeast nuclei were incubated with IgG-Sepharose beads, washed, and 
the bound fraction (IP) was analyzed by immunoblot assay using anti-mouse IgG antibody. 
B, Yeast nuclear protein fractions were prepared and analyzed by immunoblotting as 
described in panel A, except that cell cultures were incubated in the presence of FeC^ (250 
jxM) for 90 min prior protein extractions. FT, flow through (unbound proteins). 
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Under high-iron conditions, preexisting Fepl molecules associate with the fiol+ promoter 
in vivo. To determine the effect of iron on preexisting Fepl molecules, we utilized the 
nmtl+ inducible/repressible promoter system (27) that allowed us to extinguish the 
biosynthesis of TAP-Fepl, and subsequently examine the ability of preexisting TAP-Fepl 
molecules to associate with chromatin in response to iron. First, we determined if TAP-
Fepl can be expressed from the nmtl+ expression system without affecting its function. 
fepl A. cells expressing a.TAP-fepl+ allele under the control of the nmtl+ 81X promoter (9) 
were grown for 18 h in the absence of thiamine and in the presence of the iron chelator Dip 
(100 jxM) to an Am of 0.9. This step allowed the biosynthesis of TAP-Fepl and its nuclear 
sequestration (Fig. 1C). Subsequently, the cells were harvested, washed, and resuspended 
in the same media without Dip. After the addition of thiamine (15 pM) to repress further 
synthesis, the cells were treated with Dip (250 pM) or iron (250 p.M) for 30 and 60 min 
before cross-linking with formaldehyde. At the indicated time points, aliquots of each 
culture were removed for analyses of steady-state mRNA levels. In the presence of 
thiamine and iron, preexisting TAP-Fepl clearly repressed fiol* mRNA levels compared to 
the levels in cells grown under iron-limiting conditions in the presence of Dip (Fig. 4A, 
+vit). Similarly, iron-dependent down-regulation of fiol+ gene expression was observed 
when the nmtl+81X-TAP-fepl+ allele was constitutively expressed in the absence of 
thiamine (Fig. 4 A, -vit). As controls, iron-mediated repression of fiol+ transcription was 
observed in a wild-type strain (Fig. 4A,fepl+), whereas no regulation by iron was observed 
in a fepl A strain (Fig. 4A,feplA). To ensure that the iron responsiveness of the fiol+ gene 
transcription was due to the preexisting TAP-Fepl, and not due to a newly synthesized 
TAP-Fepl arising from a pool of stable mRNA, total RNA was prepared from cells at the 
time points (30 and 60 min) used in the experiments described above and analyzed by 
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RNase protection assay. The results showed that the fepl* mRNA was undetectable after 
60 min of incubation in the presence of thiamine (Fig. 4B, +vit) compared to its levels 
observed in cells grown without thiamine (Fig. 4B, -vit). As controls, fepl* mRNA steady-
state levels were probed in an isogenic wild-type strain and in a fepl A mutant strain in 
response to iron availability (Fig. 4B). To ensure that the TAP-Fepl fusion protein was 
synthesized when expressed under the control of the regulatable nmtl *8IX promoter, 
aliquots of whole cell extracts were analyzed by immunoblot assays using anti-IgG and 
anti-PCNA antibodies. We observed that regardless of the cellular thiamine or iron status, 
the TAP-Fepl protein was present at comparable levels (Fig. 4C). 
To assess the effect of iron on the association of preexisting Fepl molecules with 
chromatin, we determined their presence on the fiol* promoter in chromatin, prepared from 
cells grown under both iron-limiting and iron-replete conditions. Under low iron 
conditions, TAP-Fepl did not immunoprecipitate a significant amount of fiol* promoter 
sequence compared to the intergenic region reference (Fig. 4D). However, under iron-
replete conditions, TAP-Fepl strongly immunoprecipitated the fiol* promoter DNA 
compared to the intergenic region reference (Fig. 4D). As a control, untagged Fepl 
immunoprecipitated background levels of the fiol* promoter region. Taken together, these 
results strongly suggest that iron regulates the occupation of promoters by preexisting Fepl 
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Fig. 4. Elevated iron levels induce iron-dependent association of nuclear TAP-Fepl with 
chromatin. A, Total RNA was prepared from aliquots of cultures that were grown in 
thiamine-free (-vit) or -replete (+vit) medium containing either Dip (250 pM) or FeCb (250 
pM ) for 30 and 60 min. RNase protection assays were carried out on extracted RNA 
samples to determine fiol* and actl+ mRNA levels. As additional controls, steady-state 
mRNA levels offiol* and actl+ were also analyzed in strains expressing (fepl*) or lacking 
the fepl* allele (feplA). B, As in panel A, RNA samples were examined by RNase 
protection assays for steady-state levels of fepl+ and actl+ mRNAs. C, Total protein 
extracts were prepared from aliquots of cultures and then analyzed by immunoblotting 
using either mouse anti-IgG or anti-PCNA (as an internal control) antibody. TAP-Fepl 
isolated from a fepl A null strain expressing a functional TAP-fepl+ allele was used as a 
standard and a positive control (pJK-1478-TAP-fepl*). D, Cells harboring a. fepl A deletion 
were transformed with pJK-1178nmtl* 81X-fepl* or pJK-1178 nmtl*SlX-TAP-fepl* and 
grown in thiamine-free medium containing 100 pM Dip for 18 h. Cells (at an AÔOO of-1.0) 
were then transferred to thiamine-replete medium (to repress further TAP-Fepl protein 
synthesis), and grown further in the presence of 250 pM Dip or 250 pM FeCl3 for 60 min. 
Following sônication, purified chromatin was immunoprecipitated with anti-mouse IgG 
antibodies, and a specific region of the fiol* promoter was analyzed by PCR to monitor 
Fepl occupancy at the promoter under both low- and high-iron conditions (top panel). 
Quantitation of anti-IgG immunoprecipitated chromatin is also shown (bottom panel). 
Binding activity values are the averages of triplicate determinations +/- SD. The values are 
expressed as percentage of the highest amount of chromatin measured. 
The Cys-rich region and two zinc finger motifs in Fepl are requiredfor maximal binding to 
chromatin and its ability to mediate iron-responsive gene regulation. The primary amino 
acid sequence of Fepl shows that it has a Cys-rich region, which contains four invariant 
Cys residues (amino acids 70, 76, 85, and 88) that is also present in other characterized 
GATA-type iron regulators (11). Moreover, the Cys-rich region is found between two 
GATA-type zinc finger motifs, denoted ZF1 (amino acids 12-60) and ZF2 (amino acids 
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172-220) (Fig. 5 A). To determine if specific amino acid residues within these motifs play a 
role in the ability of Fepl to interact with chromatin in vivo, we created five mutant 
derivatives of TAP-Fepl, denoted TAP-59AFepl, TAP-129AFepl, TAP-241AFepl, TAP-
Fepl -C85A/C88A, and TAP-Fepl-R184A/R185A/D186A/E187A. These proteins are 
schematically diagrammed in Fig. 5 A. fepl A php4A cells expressing an integrated TAP-
59Afepl allele, lacking the ZF1 motif, were grown under low iron conditions (100 |iM 
Dip), and then further maintained under iron-limiting conditions (250 pM Dip), or switched 
to high iron conditions by supplementing the medium with 250 jxM FeCl3. As shown in 
Fig. 5B, when ZF1 of Fepl was absent, the frequency by which TAP-59AFepl occupied 
the fiol+ promoter decreased by 68% compared to that of wild-type TAP-Fepl under iron-
replete conditions. On the other hand, analogous to the wild-type protein, the TAP-
59AFepl mutant did not associate with chromatin in iron-starved cells (Fig. 5B). Further 
deletions to positions Leu130 (TAP-129AFepl) and Asp242 (TAP-241AFepl) completely 
abolished the ability of TAP-Fepl to bind to chromatin irrespective of cellular iron status 
(Fig. 5, C and D). To determine their role in the interaction of TAP-Fepl with chromatin in 
response to iron in vivo, we mutated the Cys85 and Cys88 residues located within the Cys-
rich intervening region. The results from chromatin immunoprecipitation experiments 
showed that the TAP-Fepl-C85A/C88A mutant failed to associate with the fiol* promoter 
sequence, indicating that both Cys residues are necessary for TAP-Fepl to associate with 
DNA (Fig. 5E). We also tested the role of the Arg184, Arg185, Asp186,, and Glu187 residues, 
which are known to nullify the role of ZF2 in Fepl when mutated (34). Similar to the 
TAP-Fepl-C85A/C88A mutant, TAP-Fepl-R184A/R185A/D186A/E187A 
immunoprecipitated only background levels of chromatin from cells grown under both 
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iron-limiting and iron-replete conditions (Fig. 5F), indicating that ZF2 is necessary for 
chromatin binding in vivo. 
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Fig. 5. The Cys-rich region and ZF2 of Fepl are sufficient for in vivo promoter occupancy, 
but both zinc fingers and the Cys-rich region are required for maximal Fepl binding to 
chromatin. A, Schematic representations of the wild-type and mutant derivatives of TAP-
Fepl protein. ZF1 and ZF2 (black boxes) are the N- and C-terminal GATA-type zinc finger 
motifs, respectively. Between the two zinc finger motifs, a conserved amino acid sequence, 
denoted the Cys-rich region, is depicted with four cysteine (C) residues. The point 
mutations in the TAP-Fepl R184A/R185A/D186A/E187A mutant are marked with alanine 
(A) residues. The white rectangle indicates the location of the TAP tag. The amino acid 
sequence of TAP-Fepl is numbered relative to its initiator codon. B-F, Cells were 
precultured in the presence of 100 pM Dip. Logarithmic phase cultures of cells were then 
incubated in the presence of Dip (250 pM) or FeCU (250 pM) for 90 min. ChIP analysis 
was carried out using cells expressing the indicated TAP-tagged proteins as shown in panel 
A. For each panel (B-F), results of ChIP analysis on the fiol+ promoter were quantified 
based on three independent experiments and illustrated as described in Fig. 3. 
Because the mutations described above greatly reduced (68%) or abolished the ability of 
TAP-Fepl to bind to chromatin, we examined the steady-state levels offiol+ mRNA in the 
presence of iron and compared that to steady-state levels under basal or iron-deprivation 
(Dip) conditions. As shown in Fig. 6A, fepl à php4A cells expressing the various mutant 
alleles (TAP-59Afepl, TAP-129Afepl, TAP-24.1 Afepl, TAP-fepl-C85A/C88A, and TAP-
fepl-R1 84A/R185A/D186A/E187A) exhibited sustained expression of the fiol* mRNA 
levels that were unaffected by variations in intracellular iron levels (Fig 6A). These results 
suggest that the mutants were inactive and therefore incapable of directing iron-mediated 
repression of fiol * transcription. To ensure that all of the mutant proteins were stably 
expressed, we isolated total protein extracts from cells expressing these proteins that were 
grown under low or high iron conditions. Analysis of the extracts by immunoblotting using 
an antibody against IgG showed that all the TAP-Fepl fusion proteins used in the 
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experiments described above were consistently detected under both low and high iron 
conditions (Fig. 6B). With the exception of the TAP-241AFepl mutant, all the Fepl 
mutant derivatives harboring N-terminal deletions or point mutations were localized in the 
nucleus as previously reported (34), thereby eliminating the possibility that the loss-of-
function was due to protein mislocalization. Based on these collective results, we conclude 
that the two zinc finger motifs, ZF1 and ZF2, and the Cys-rich region, in particular the 
85 88 * • • Cys and Cys residues within this motif, are necessary for maximum promoter 
occupancy and subsequently, iron-mediated repression of the wild-type fiol+ promoter by 
the Fepl transcription factor. 
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A 
fepl A php4A 
R184A 
R185A . 
TAP- vector C85A D186A 
fepl+ alone 241A C88A E187A 59A 129à 
Dip — Fe Dip — Fe Dip — Fe Dip — Fe Dip — Fe Dip — Fe Dip — Fe 
B 
WT TAP-Fepl mutants 
R184A 
R185A 
TAP- vector C85A D186A 
Fepl alone 241A C88A E187A 59A 129A 
M Dip Fe Dip Fe Dip Fe Dip Fe Dip Fe Dip Fe Dip Fe 
TAP-Fepl mutants 
PCNA 
Fig. 6. The presence of both zinc finger motifs and the Cys-rich region of Fepl is 
necessary for iron-mediated repression of fiol+ expression. A, fepl A php4A cells 
transformée! with the indicated integrative constructs (described in Fig. 5A) were grown 
under iron-starvation conditions (250 pM Dip), untreated (-), or treated with 250 pM FeCb 
(Fe) for 90 min. After extraction of total RNA, the fiol* and actl+ steady-state mRNA 
levels (indicated with arrows) were analyzed by RNase protection assays. Results shown 
are representative of three independent experiments. B, Whole cell extracts were prepared 
from fepl A php4A cells expressing the wild-type (WT) TAP-Fepl fusion protein and its 
mutant derivatives. For simplicity, two culture conditions (250 fiM Dip and 250 |j,M FeCk 
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(Fe)) are shown for each fusion derivative because the protein steady-state levels detected 
were constant under basal (untreated) growth conditions. The samples were analyzed by 
immunoblotting using either anti-IgG or anti-PCNA (for internal control) antibody. 
The N-terminal region encompassing the first 241 amino acids of Fepl is sufficient for its 
iron-dependent binding to chromatin, but insufficient for transcriptional repression offiol+ 
transcription. To gain additional insight into other domains of Fepl that may be essential 
for its association with the chromatin, truncations were created from the C-terminal end of 
the TAP-Fepl fusion protein (Fig. 7A). A first allele (TAP-fepl359) was created by 
deleting the last 205 codons of Fepl, whereas a second one (TAP-1 fepl241) was generated 
by removing the last 323, codons of the transcription factor. Both alleles were separately 
integrated and expressed in fepl A php4A cells. Chromatin was prepared from cells treated 
with the iron chelator Dip (250 pM) or incubated in the presence of iron (250 joM FeCk). 
When cells expressing wild-type Fepl or TAP-'Fepl359 were grown in the presence of Dip, 
anti-IgG antibodies immunoprecipitated background levels of DNA, suggesting that both 
proteins did not stably associate with the fiol* promoter under these conditions (Fig. 7B). 
However, under the same low iron conditions, we observed that TAP-'Fepl241 occupied the 
fiol+ promoter at a low but significant level of frequency (15.2%) compared to TAP-Fepl 
(Fig. 7C). In contrast, when cells were grown in the presence of iron, TAP-Fepl occupied 
the fiol+ promoter at maximum level (100%) (Fig. 7, B and C). Although the truncated 
TAP-'Fepl359 exhibited a reduced ability to bind to chromatin (33%) compared to the full-
length protein, the presence of iron clearly triggered an increase in its binding to the fiol+ 
promoter (Fig. 7B). Similarly, we found that elevated iron levels triggered the association 
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of TAP-Fepl241 with the fiol+ promoter although its level of occupancy was 27.8% lower 
compared to the wild-type protein (Fig. 7C). 
Expression of wild-type TAP-Fepl fusion protein restored iron-mediated repression of 
fiol+ transcription (Fig. 7D). In contrast, although the truncated alleles TAP-fepl359 and 
TAP-fepl241 were clearly expressed in fepl à php4A mutant cells under both iron-replete 
and iron-depleted conditions (Fig. 7E), and localized to the nucleus (data not shown), 
neither protein was capable of directing iron-dependent down-regulation of fiol* gene 
expression (Fig. 7D). Taken together, these results revealed that, while both truncated 
mutants of TAP-Fepl were capable of iron-mediated binding to chromatin in vivo, they 
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Fig. 7. The N-terminal 241 amino acid residues of Fepl interact with chromatin in an 
iron-dependent manner. A, Schematic diagram of the C-terminal truncations of the TAP-
Fepl fusion protein containing ZF1, ZF2, and the Cys-rich region (CCCC). The LLIIL 
motif (residues 522-536) is part of a predicted coiled-coil region involved in intermolecular 
interaction between Fepl molecules. Amino acids 405-541 represent the minimal region 
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required for the association between Fepl and its corepressor Tupl 1. The amino acid are 
numbered relative to the first amino acid of the Fepl protein. B, ChIP analysis was 
performed on the fiol+ promoter in fepl A php4A cells expressing the wild-type TAP-Fepl 
or the truncated protein TAP-'Fepl359 (1-359). Each PCR reaction contained a specific 
primer pair from the fiol+ promoter and a control primer pair from a nontranscribed region 
(intergenic region). The histogram (bottom panel) represents quantification of three 
independent ChIP assays, including the experiment shown in the upper part of this panel. 
C, ChIP assays were carried out as described in panel B, except that cells were expressing 
the truncated TAP-'Fepl241 (1-241) fusion protein. The histogram (bottom panel) is a 
graphic representation of quantification of three independent ChIP experiments, including 
the experiment depicted in the upper part of this panel. Input, input chromatin; Ip, 
immunoprecipitated chromatin. D, Total RNA from cultures grown in the absence (-) or 
presence of 250 JJ.M Dip and 250 jiM FeC^ (Fe) was isolated and analyzed. Shown is a 
representative RNase protection assay of fiol+ and actl+ mRNÀ steady-state levels. NS, 
nonspecific signal. E, Protein extracts were prepared from aliquots of cultures used in 
panel D, and then analyzed by immunoblotting using either anti-IgG or anti-PCNA (as an 
internal control) antibody. 
The N-terminal 60-241 amino acid residues of Fepl constitute a minimum module that is 
sufficient for the weak binding of Fepl to chromatin in vivo. Based on the results above 
indicating that the Fepl N-terminal region containing the two zinc finger motifs and the 
Cys-rich region is capable of interacting with chromatin in vivo, we further truncated both 
mutant proteins to eliminate residues 1-59, encompassing ZF1 (Fig. 8 A), to determine if the 
loss of these residues will abolish their ability to bind to chromatin, fepl A php4A cells 
expressing the wild-type TAP-fepl+ or the mutant TAP-60fepl359, or TAP-60fepl241 allele 
were incubated under low and high iron conditions. As previously shown, maximum levels 
offiol+ promoter DNA were immunoprecipitated with TAP-Fepl by anti-IgG antibodies 
from cells grown in the presence of iron (Fig. 8, B and C). Under the same conditions, only 
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36% and 27% of the fiol+ promoter was immunoprecipitated with either TAP-60Fepl359 or 
TAP-60Fepl241, respectively (Fig. 8, B and C). As expected, for all three alleles examined, 
no significant amount offiol+ promoter DNA was immunoprecipitated when cells were 
cultured in the presence of the iron chelator Dip (Fig. 8, B and C). Curiously, removal of 
ZF1 had negligible effect on the ability of 60Fepl359 to interact with chromatin because both 
TAP-'Fepl359 and TAP-60Fepl359 showed a similar levels of promoter occupancy (33% and 
36%) compared to the full-length TAP-Fepl (Figs 7B and 8B). On the other hand, deletion 
of ZF1 strongly affected the ability of TAP-60Fepl241 to bind to DNA as indicated by its 
reduced level of occupancy (45.2%) of the fiol+ promoter compared to TAP-'Fepl241 (Figs 
7C and 8C). Consistent with the results that TAP-60Fepl359 and TAP-60Fepl241 have an 
equivalent or even lower level of promoter occupancy compared to TAP-'Fepl359 and 
TAP-'Fepl241, we found that neither mutant (TAP-60Fepl359 or TAP-60Fepl241) was capable 
of directing normal iron-dependent repression of fiol+ transcription (Fig. 8D). The reduced 
level of promoter occupancy by these mutants was not due to lack of protein expression 
since both proteins were clearly expressed as confirmed by immunoblot analysis (Fig. 8E). 
Taken together, these data suggest that, while the C-terminal zinc finger motif, ZF2, and 
the Cys-rich region are sufficient for binding to chromatin in vivo, the presence of the N-
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Fig. 8. Minimal N-terminal region of Fepl required for a weak interaction with DNA in 
vivo. A, Schematic illustration of truncated versions of the TAP-Fepl fusion protein. The 
sequence motifs illustrated have been described in Fig. 7. B-C, ChIP analysis was 
conducted on theJlol+ promoter in fepl A php4A cells carrying the wild-type TAP-fepl+, or 
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the mutant TAP-60fepl359, or TAP-60fepl241 allele. Cells were grown to logarithmic phase in 
the presence of Dip (100 jaM), washed, and then incubated in the presence of 250 Dip 
or 250 nM FeCh (Fe) for 90 min at 30°C. PCR analysis was performed on total sheared 
chromatin (input) and immunoprecipitated (IP) chromatin. Each PCR reaction contained a 
specific primer pair for the fiol+ promoter {fiol*) and a control primer pair from a 
nontranscribed region (intergenic region). Lower parts of panels B and C show quantitation 
of PCR products obtained from three independent ChIP assays (for each allele). D, fepl A 
php4A cells were incubated in the absence (-) or presence of 250 pM Dip or 250 jxM FeCla 
(Fe). After extraction of total RNA, the fiol+ mRNA levels were analyzed by RNase 
protection assay with actin (actl+) as an internal control. Results shown are representative 
of three independent experiments. E, Immunoblotting for TAP-Fepl, TAP-60Fepl359, and 
TAP-60Fepl241 was performed on samples incubated in the presence of Dip (250 jaM) or 
FeCl3 (Fe, 250 jxM). Immunoblotting for PCNA on the same samples was carried, out as a 
loading control. 
Fusion of VP 16 to the first 241 amino acids of Fepl activates gene expression in an iron-
dependent manner. Based on our previous data (33, 34) and the results described here thus 
far, we propose a mechanism wherein under iron-replete conditions, Fepl interacts with the 
GATA elements on the promoters of target genes through its N-terminal 241-amino acid 
segment. To further establish the function of this region, we carried out one-hybrid 
experiments with chimeric proteins containing the transactivation domain of VP 16 fused to 
the wild-type Fepl 1-241 or the mutant 'Fepl241 R184A/R185A/D186A/E187A (Fig. 9). 
As controls, we used constructs expressing the VP 16 transactivation domain alone or Fepl 
1-241 alone (Fig. 9). To assess the ability of Fepl 1-241 to act as an exportable iron-
dependent DNA binding cassette, we separately expressed all the constructs described 
above in S. cerevisiae, an organism that does not possess an ortholog of the S. pombe Fepl, 
thereby providing an excellent background for its heterologous characterization. In 
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addition, we co-transformed these cells with a reporter plasmid harboring two consensus 
Fepl binding sites that were introduced upstream of the minimal promoter of the iso-1-
cytochrome c (CYC1) gene, which was fused to the reporter gene lacZ. To quantitate the 
amount of transcription of the lacZ gene, we measured P-galactosidase activity in cultures 
of the doubly transformed cells. The results shown in Fig. 9B reveal that VP16-'Fepl241 
induced the reporter gene expression in the presence of iron as indicated by approximately 
fourteen-fold higher P-galactosidase activity in cells expressing this fusion protein. In 
contrast, VPlô—Fepl241 did not stimulate P-galactosidase production in the presence of the 
iron chelator Dip. Regardless of the iron levels in the culture media, no significant p-
galactosidase activity was detected in cells transformed with VP16 alone, Fepl 1-241 
alone, or VP16-1Fepl241-R184A/R185A/D186A/E187A (Fig. 9B). To ascertain that the 
VPlô-'Fepl241 or the VP16-'Fepl241-R184A/R185A/D186A/E187A protein was expressed 
in the S. cerevisiae cells, total protein extracts from cells transformed with the plasmids 
expressing the indicated molecules were analyzed by immunoblotting. As shown in Fig. 
9C, all the proteins tested in the one-hybrid assay were efficiently expressed, therefore, the 
loss of iron-dependent production of P-galactosidase in cells expressing VP16-'Fepl241-
R184A/R185A/D186A/E187A was not due to the lack of protein expression. We have 
been unable to detect the presence of the VP 16 transactivation domain alone, perhaps due 
to its low predicted molecular weight of ~8 kDa. Taken together, these results reveal that 
when Fepl 1-241 is heterologously expressed in S. cerevisiae, it dictates DNA binding 
activity as a consequence of intracellular iron concentrations, while the nature of the amino 
acids fused to this conserved N-terminal region dictates the ability of the transcription 
factor to positively regulate target gene transcription 
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Fig. 9. A chimeric protein bearing the VP 16 activation domain fused to the N-terminal 241 
amino acids of Fepl transactivates gene expression in an iron-dependent manner. A, 
Schematic diagram (top) of two consensus Fepl binding sites that were introduced 
upstream of a minimal CYC1 promoter-/acZ fusion reporter gene. The diagram (bottom 
panel) includes schematic illustrations of the VP 16 activation domain alone, the N-terminal 
241-residue segment of Fepl, and two distinct VP16-'Fepl241 fusion derivatives. The 
nucleotide numbers (top) refer to the position relative to the A of the initiator codon of the 
fiol+ gene. The amino acid sequences of the Fepl molecules are numbered relative to their 
start codons (bottom). B, S. cerevisiae CM3260 strain was cotransformed with pVP16 
(VP 16' alone) plus pCM2xGATA-lacZ, pRSADH-'fepl241 plus pCM2xGATA-lacZ, pVP16-
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'fepl241 plus pCM2xGATA-lacZ, or pVV\6-'fepl24' RKDE plus pCU2xGATA-lacZ. 
Logarithmic-phase cultures of cells containing the indicated plasmids were treated in the 
presence of Dip (250 |iM) or FeCb (100 jiM) for 90 min. Values shown (indicated in 
Miller units) are the average of triplicate assays of three independent cotransformants. C, 
Whole cell extracts were prepared from aliquots of the cultures described in panel B and 
were analyzed by immunoblotting using anti-VP 16 antibody. As an internal control, total 
extract preparations were probed with anti-PGK antibody. NS, nonspecific signal. 
Discussion 
The toxic yet essential nature of iron in biological systems demands that cells maintain iron 
levels within homeostatic boundaries. In fungal cells, iron uptake is tightly regulated in 
response to the availability of iron in the growth medium. For instance, transfer of growing 
cells from an iron-limiting to an iron-rich medium causes a strong inhibition of high-
affinity iron uptake systems (4, 35). In S. pombe, iron-mediated repression of iron uptake 
genes is controlled by the transcription factor Fepl. We propose a model of regulation by 
Fepl wherein the presence of excess iron triggers its binding to GATA elements within the 
promoters of target genes, where together with its corepressors, it represses target gene 
expression. This model is based largely on in vitro results showing that the binding of 
recombinant MBP-Fepl, MBP-Sful (31, 33), and MBP-Srel (5) to DNA are dependent on 
the presence of iron. In the current study, we created a system where expression of TAP-
Fepl is constitutive and unlinked from its iron limitation-dependent down-regulation by 
Php4. We used this system to isolate DNA segments that TAP-Fepl normally associates 
under high iron conditions using a chromatin immunoprecipitation technique, thereby 
providing us with a snapshot of the in vivo associations between Fepl and the promoters of 
its target genes. Using this method, we show that the transcription factor is associated with 
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the fiol* and strl+ regulatory regions under iron-replete conditions. Importantly, after 90 
minutes of exposure to iron, the binding of Fepl to iron-responsive promoters was 
concomitant with the repression of fiol+ and strl+ gene expression (Fig. 2 and (32)). 
Conversely, when cells were incubated in the presence of Dip, the association of Fepl with 
the same promoters occurred at background level and paralleled the induction offiol+ and 
strl+ gene expression (Fig. 2 and data not shown). These results are consistent with a 
model in which Fepl is either completely bound to or dissociated from the promoter in the 
presence or absence of iron, respectively. 
Our results indicate that iron is a necessary requirement for the recruitment of Fepl to 
promoters in vivo. How this might occur? Activation of Fepl function may occur from 
direct iron binding. The detection of iron in purified H. capsulatum Srel (5), and the 
discovery of a UV-visible spectrum that is distinctive of iron-binding proteins for SRE 
(15), are consistent with the notion that these GATA transcription factors may act as direct 
iron sensors. Alternatively, Fepl may be activated through the action of other proteins that 
may specifically turn on its function via protein-protein interactions or through post-
translational modifications. If this is the case, then either Fepl or the partner protein could 
contain an iron-binding regulatory site that might control the association between the 
proteins. 
When we studied the effect of intracellular iron levels on the subcellular localization of 
Fepl, we carried out these experiments using a wide range of different conditions, 
including use of different iron chelators (permeant and non-permeant) at different 
concentrations. We also used different times of treatment (minutes to several hours of 
incubation). Fepl-GFP fluorescence was always detected in the nucleus of cells under both 
low and high iron conditions. This suggests that if Fepl acts as a direct iron sensor, 
97 
incorporation of iron into Fepl may occur during its cytosolic translation or after its nuclear 
translocation. To gain insight into this process, we utilized the regulatable nmtl+ promoter 
system (27), which allowed us to induce the synthesis of TAP-Fepl in the presence of Dip. 
After accumulation of a nuclear pool of TAP-Fepl, thiamine was added to repress further 
protein synthesis, and the cells were treated with iron to examine its effect on the ability of 
nuclear TAP-Fepl to associate with chromosomal DNA. Our results showed that the 
presence of elevated iron can be transmitted to the transcription factor within the nucleus. 
Likewise, we determined that cycloheximide treatment did not impair the iron activation of 
Fepl (Jbel, Mercier, and Labbé, unpublished). What are the possible mechanisms by which 
iron communicates with the nuclear pool of Fepl? First, it is possible that a soluble carrier 
may deliver iron to the nucleus to activate Fepl. Recently, a cytosolic iron chaperone, 
denoted PCBP1, has been identified in human cells (38). Iron bound by PCBP1 is available 
to ferritin, contributing to its metallation. It remains to be determined if a similar 
chaperone exists for specific delivery of iron into the nucleus. Second, it is possible that a 
sensor may exist on the cell surface that can detect elevated concentrations of extracellular 
iron and communicate this information through a signal transduction pathway to Fepl 
within the nucleus. The binding of iron to Fepl may represent the final step prior to its 
association with DNA only in the presence of excess intracellular iron. In S. cerevisiae, 
when iron is elevated, a homeostatic mechanism operates at the post-transcriptional level. 
It implicates the production of iron-sulfur clusters and the formation of an as yet 
unidentified compound that is exported from mitochondria and may possibly be imported 
into the nucleus. A proposed model suggests that in response to elevated concentrations of 
iron, the unidentified compound accumulates in the nucleus and causes the iron-induced 
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repression of iron transport gene expression (7, 30, 37). Such a compound may exist in S. 
pombe and stimulate the inhibitory function of Fepl. 
Although the precise mechanism by which Fepl directs iron-mediated regulation of 
transcription remains to be defined, the results from this study clearly demonstrated that 
Fepl is a modular protein, with an autonomous DNA-binding domain. Beyond simple 
DNA recognition, the Fepl N-terminal DNA-binding domain (amino acids 1-241) can also 
directly or indirectly sense iron. The domain by itself has the ability to bind to GATA 
elements in vivo in an iron-dependent manner but is, however, incapable of repressing fiol* 
transcription. To underscore the modular structure of Fepl, we showed that truncations at 
its C-terminal region which resulted in the deletion of its dimerization domain (amino acids 
522-536), or the minimal module required for its interaction with the corepressor Tupi 1 
(amino acids 405-541) had no effect on its ability to associate with chromatin. Within the 
DNA-binding module, we have created mutations or deletions, individually or in 
combination within the sequences encoding the GATA-type zinc fingers. Removal of ZF1 
considerably decreased the level of Fepl occupancy (3.1-fold less) at the fiol* promoter in 
response to iron. Importantly, the TAP-Fepl R184A/R185A/D186A/E187 protein wherein 
the ZF2 motif was mutated failed to form any complex with chromatin in vivo. These 
results corroborate well with previous studies where the binding of the wild-type Fepl 1-
241 and its mutant derivatives were quantitated in vitro (34). In these studies, deletion of 
ZF1 resulted in a significant decrease in the ability of Fepl to bind to DNA (5.2-fold less), 
while the inactivation of ZF2 completely abolished its ability to bind to DNA (34). The 
similarity of the results obtained by chromatin immunoprecipitation in vivo and 
electrophoretic mobility shift assays in vitro supports the notion that although the ZF1 
motif of Fepl cannot interact with GATA sequences by itself, it may play a critical role in 
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increasing the affinity of Fepl for its target DNA sequences or the stability of the Fepl-
DNA complex. 
Using chromatin immunoprecipitation, we examined the importance in vivo of two highly 
conserved Cys residues (Cys-85 and Cys-88) within the Cys-rich region. We have 
previously shown in vitro that mutation of these residues in the Fepl 1-241 (C85A/C88A) 
protein resulted in the reduction by approximately one order of magnitude in its DNA 
binding affinity (10.6-fold less) compared to the apparent dissociation constant (KJ) 
observed for the wild-type protein (34). Perhaps, this very low Kj value for Fepl-
C85A/C88A may explain why without these two Cys residues, TAP-Fepl-C85A/C88A was 
unable to associate with chromosomal DNA in vivo. Alternatively, and as shown for Srel 
(5), the conserved Cys residues in Fepl may be involved in binding iron, instigating 
conformational changes that render the transcription factor competent for high-affinity 
sequence-specific DNA binding. It is also highly probable that the expression of TAP-
Fepl-C85A/C88A with its point mutations may inhibit the formation of a higher order 
structure essential for high-affinity DNA binding in vivo. 
To determine if the iron-responsive DNA-binding domain of Fepl (amino acids 1-241) can 
function as an exchangeable module with a heterologous protein, we fused this domain to 
the activation domain of VP 16. When synthesized in S. cerevisiae, the fusion protein 
activated transcription of a reporter gene in an iron-dependent manner. The fact that 
heterologous expression of Fepl 1-241 in S. cerevisiae results in the production of a 
functional iron-dependent DNA-binding domain may favour the hypothesis that the DNA-
binding domain directly binds iron when the metal is available. Alternatively, if accessory 
molecules or post-translational modifications are required to sense and transmit the 
presence of iron to Fepl, then it is possible that S. pombe and S. cerevisiae may share 
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common constituents for cellular iron responsive regulation of target gene expression. 
Regardless of the precise mechanism, utilization of the iron-dependent DNA-binding 
domain of Fepl in combination with a lacZ reporter gene fused to the GATA-CYC1 
promoter may provide useful tools for identifying transcriptional activation or repression 
function in additional eukaryotic regulatory proteins. 
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Footnotes 
1 The abbreviations used are: AD, activation domain; bp, base pair(s); BPS, 
bathophenanthrolinedisulfonic acid; DAPI, 4', 6-diamidino-2-phenyl-indole; DBD, DNA-
binding domain; Dip, 2, 2'-dipyridyl; EMM, Edinburgh minimal medium; EMSA, 
electrophoretic mobility shift assay; Fepl, Fe protein 1; GFP, green fluorescent protein; 
ORF, open reading frame; PCR, polymerase chain reaction; TAP, tandem affinity 
purification; WT, wild type; YES, yeast extract plus supplements; ZF1, N-terminal zinc 
finger; ZF2, C-terminal zinc finger. 
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Résumé 
L'expression des gènes du transport du fer chez Schizosaccharomyces pombe est contrôlée 
par le facteur de transcription Fepl. Lorsque les niveaux de fer dépassent ceux requis par 
les cellules, Fepl réprime les gènes du transport du fer. Par contre, Fepl est incapable de 
lier la chromatine dans des conditions de carence en fer, ce qui résulte en l'activation des 
gènes impliqués dans l'acquisition du fer. Les études chez les champignons ont révélé que 
les monothiolglutarédoxines sont nécessaires pour inhiber les facteurs de transcription fer-
dépendants en réponse à des niveaux élevés de fer. Dans cette étude, nous montrons que la 
monothiolglutarédoxine Grx4 joue un rôle important dans la régulation négative de 
l'activité Fepl en réponse à une carence en fer. La délétion du gène grx4+ conduit à 
l'occupation constitutive des promoteurs par Fepl et provoque une répression invariable des 
gènes du transport du fer. Nous avons constaté que Grx4 et Fepl interagissent 
physiquement l'un avec l'autre. Grx4 contient .un domaine thiorédoxine N-terminal de type 
(TRX) et un domaine glutarédoxine C-terminal de type (GRX). Une analyse par délétion a 
révélé que le domaine TRX interagit fortement et constitutivement avec la région C-
terminale de Fepl. Contrairement au domaine TRX, le domaine GRX s'associe faiblement 
et d'une manière fer-dépendante avec la région N-terminale de Fepl. Des analyses plus 
i 
poussées ont montré que la Cys35 de Grx4 est requise pour l'interaction entre le C-terminal 
de Fepl et le domaine TRX, alors la Cysl72 de Grx4 est nécessaire pour l'association entre 
le domaine N-terminal de Fepl et le domaine GRX. Nos résultats décrivent le premier 
exemple d'une monothiolglutarédoxine qui agit comme un partenaire inhibiteur, lors de 
conditions de carence en fer, d'un facteur de transcription régulé par le fer. 
I l l  
Abstract 
The expression of iron transport genes in Schizosaccharomyces pombe is controlled by the 
Fepl transcription factor. When iron levels exceed those needed by the cells, Fepl 
represses iron tranisport genes. In contrast, Fepl is unable to bind chromatin under low iron 
conditions and that results in activation of genes involved in iron acquisition. Studies in 
fungi have revealed that monothiol glutaredoxins are required to inhibit iron-dependent 
transcription factors in response to high levels of iron. Here, we show that the monothiol 
glutaredoxin Grx4 plays an important role in the negative regulation of Fepl activity in 
response to iron deficiency. Deletion of the grx4+ gene led to constitutive promoter 
occupancy by Fepl and caused an invariable repression of iron transport genes. We found 
that Grx4 and Fepl physically interact with each other. Grx4 contains an N-terminal 
thioredoxin (TRX)-like domain and a C-terminal glutaredoxin (GRX)-like domain. 
Deletion mapping analysis revealed that the TRX domain interacts strongly and 
constitutively with the C-terminal region of Fepl. As opposed to the TRX domain, the 
GRX domain associates weakly and in an iron-dependent manner with the N-terminal 
region of Fepl. Further analysis showed that Cys35 of Grx4 is required for the interaction 
between the Fepl C terminus and the TRX domain, whereas Grx4 Cys 172 is necessary for 
the association between the Fepl N terminus and the GRX domain. Our results describe 
the first example of a monothiol glutaredoxin that acts as an inhibitory partner for an iron-
regulated transcription factor under conditions of low iron levels. 
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Introduction 
Redox active transition metals such as iron present a dilemma to cells. They are cofactors 
essential for cell survival, but can also be cytotoxic under certain conditions (10, 15). Iron 
is a micronutrient that serves as a catalytic and a structural cofactor for many enzymes 
intimately linked to essential cellular functions. Examples include DNA synthesis, the 
energy-generating respiratory chain and lipid metabolism, all of which require iron (44). 
On the other hand, due to its proclivity to undergo changes in redox status within the cell, 
ferrous iron [Fe2+] can react with hydrogen peroxide to produce the highly toxic hydroxyl 
radical (9). Consequently, in order to keep adequate, but not excessive, iron levels, 
organisms have developed regulated mechanisms for acquiring sufficient iron while at the 
same time preventing the buildup of concentrations that could lead to cell death. 
In the model organism Schizosacharomyces pombe, Fepl and Php4 act as key regulators of 
iron homeostasis by controlling iron acquisition ar^i iron utilization, respectively (21, 27, 
34). In response to elevated concentrations of iron, the GATA-type transcription factor 
Fepl represses the expression of several genes, including those encoding components of the 
reductive (e.g. jrpt, flot and fipl+), non-reductive (e.g. strl+, str2+ and str3+) and 
vacuolar (abc3+) iron transport systems (34-37). Another member of the Fepl regulon is 
php4+ (27). When the availability of iron is limited, Fepl fails to act as a repressor 
resulting in php4+ transcription. The CCAAT-binding subunit Php4 coordinates the iron-
sparing response by down-regulating the genes that encode the components of iron-
requiring metabolic pathways such as the tricarboxylic acid (TCA) cycle, the electron 
transport chain and the iron-sulfur cluster biogenesis machinery (28). Php4 associates with 
its target genes by recognition , of the CCAAT-binding complex, which is composed of 
Php2, Php3 and Php5 (25, 27). The Php2/3/5 heterotrimer binds CCAAT ci's-acting 
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elements, whereas Php4 lacks DNA-binding activity. Php4 is responsible for the capability 
of the Php complex to repress transcription in response to iron starvation. It has been 
demonstrated that the gene encoding the transcriptional repressor Fepl is regulated by 
Php4, creating a reciprocal regulatory loop between both iron-responsive sensors (28). 
Using a chromatin immunoprecipitation (ChIP) technique and a functional TAP-fepl+ 
fusion allele, we demonstrated that TAP-Fepl strongly associates with iron-responsive and 
GATA-containing promoters in iron-replete cells in vivo. In contrast, we found that 
conditions of iron starvation inhibit the binding of TAP-Fepl to chromatin (14). Deletion 
mapping analysis revealed that the N-terminal 241-residue segment of Fepl is necessary 
and sufficient for maximal iron-dependent binding to chromatin (14). The N-terminal 241 
amino acid region of Fepl contains two Cys2/Cys2-type zinc finger motifs, denoted ZF1 
and ZF2. In addition, there is also a conserved 27-residue segment containing four 
invariant Cys residues that is positioned between the two zinc finger motifs (36). Mutation 
of two of the conserved Cys residues to Ala resulted in the inability of Fepl to bind to 
chromatin, irrespective of the cellular iron status (14). Further analysis by ChIP showed 
that the region encompassing the Cys-rich domain and ZF2 constitutes the minimal module 
required for the iron-dependent binding of Fepl to chromatin, whereas the truncation of 
ZF1 led to a decrease in its binding ability (14). In Histoplasma capsulatum, a Fepl-like 
repressor (denoted Srel) has been shown to directly bind ferric iron (2). Thus, a current 
working model for repression by the GATA-type regulators with similar functions and 
sequences to Fepl posits that, when bound by iron, the iron-responsive repressors bind to 
their target GATA sequence within the promoter of the target genes to down-regulate 
transcription. In contrast, when intracellular iron is limited, Fepl orthologs dissociate from 
the chromatin, thus allowing the transcription of the target gene. Although these sequences 
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éof events are still under investigation, less attention has been paid to the characterization 
of the mechanism by which Fepl and its orthologs are inactivated under conditions of iron 
deprivation. 
Studies in S. cerevisiae have provided additional clues with respect to iron sensing (4, 20, 
31, 32, 38, 42). S. cerevisiae genes encoding proteins that function in high-affinity iron 
transport are regulated by Aftl. When iron is scarce, Aftl accumulates in the nucleus 
where it binds to DNA and activates transcription (45, 46, 50). Although the mechanism 
by which Aftl is activated remains unclear, it has been shown that the iron-dependent 
inhibition of Aftl requires the production of mitochondrial Fe-S clusters (4,42). That said, 
the mechanism by which mitochondrial Fe-S cluster synthesis negatively affects Aftl 
activity remains unclear. Subsequent studies have shown that the S. cerevisiae monothiol 
glutaredoxins Grx3 and Grx4 are key regulators of Aftl (32, 38). When cells undergo a 
transition from iron-limiting to iron-sufficient conditions, it has been proposed that Grx3 
and Grx4, with the aid of Fra2 and possibly Fral, transmit an as-yet-unidentified 
mitochondrial inhibitory signal which leads to Aftl inactivation and its subsequent export 
from the nucleus to the cytoplasm (20, 23, 24). Similarly to Aftl, S. pombe Php4 is active 
during iron deficiency, except that it represses rather than activates transcription. Recently, 
studies revealed that in cells undergoing a shift from low to high iron concentrations, 
nuclear inactivation and nuclear exclusion of Php4 require a functional grx4+ gene (26). 
S. pombe contains two dithiol glutaredoxins (Grxl and Grx2) with antioxidant functions 
(5). Grxl localizes primarily throughout the cytosol, whereas Grx2 is located in the 
mitochondrion (5). Similarly to other family members of dithiol glutaredoxins, Grxl and 
Grx2 are small proteins with thiol oxidoreductase activity. Their active sites are highly 
conserved and contain two essential Cys residues. In addition, S. pombe possesses three 
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monothiol glutaredoxins, denoted Grx3, Grx4 and Grx5, which are found mainly at the 
nuclear rim, throughout the whole cell (cytosol and nucleus) and in the mitochondria, 
respectively (6, 26). All three monothiol glutaredoxins contain one highly conserved Cys 
residue located at the active site, which is included in the glutaredoxin (GRX)-like domain. 
Interestingly, the Grx4 protein harbors an extra domain at the N terminus that contains a 
WAAPCK sequence, reminiscent of a thioredoxin active site, which is composed of the 
WCGPCK motif (6, 11). The N-terminal thioredoxin (TRX)-like domain is also found in 
the S. cerevisiae Grx3 and Grx4 monothiol glutaredoxins (11). This domain has been 
suggested to be important for the nuclear localization of TRX-containing monothiol 
glutaredoxins (30). The S. pombe Grx4 protein has been proposed to be implicated in 
nitrosative, osmotic, oxidative and iron-dependent stress responses (6, 17, 26). 
Because several studies pointed to important roles for cytosolic/nuclear monothiol 
glutaredoxins in the regulation of cellular iron homeostasis (23, 24, 26, 31, 32, 38, 40, 41), 
the possibility that S. pombe Grx4 affects Fepl activity as a function of iron availability 
was examined. Initially mutant strains were created that unlinked the iron-dependent 
behavior of Fepl protein from its transcriptional regulation by Php4. In this context, the 
disruption of the grx4+ gene made Fepl constitutively active and always bound to its target 
gene promoters in vivo. When co-expressed in fission yeast, the Grx4 and Fepl proteins 
were detected in a heteroprotein complex by co-immunoprecipitation experiments. Using a 
two-hybrid analysis, we demonstrated that the TRX domain in Grx4 is necessary for its 
interaction with the C-terminal region of Fepl. This interaction, which was strong and not 
modulated by iron, required the minimal module encompassing amino acid residues 405 to 
501 of Fepl. Further analysis showed that Cys 35 of Grx4 is necessary for the Fepl-TRX 
domain interaction. Surprisingly, we found that the GRX domain of Grx4 associates 
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weakly with the N-terminal region of Fepl in an iron-dependent manner. Site-directed 
mutagenesis identified Cys 172 of Grx4 as being required for this iron-dependent 
association. Collectively, the findings reported here provide convincing evidence that Grx4 
is a binding partner of Fepl and that it plays a critical role in inhibiting Fepl function under 
conditions of iron deficiency. 
Materials and methods 
Yeast strains and growth conditions. The genotypes of the S. pombe strains used in this 
study were as follows: FY435 (h+ his7-366 leul-32 ura4-A18 ade6-M210),php4A (h+ his7-
366 leul-32 ura4-A18 ade6-M210 php4A::KANr), fepl A (h+ his7-366 leul-32 ura4-A18 
ade6-M210 feplA::ura4+), grx4A (h+ his7-366 leul-32 ura4-A18 ade6-M210 
grx4A::KANr), feplA php4A (h+ his7-366 leul-32 ura4-A18 ade6-M210 feplAv.KAhT 
php4A::loxP), php4A grx4A (h+ his7-366 leul-32 ura4-Al8 ade6-M210 php4A::loxP 
grx4A::KANr) and fepl A php4A grx4A (h+ his7-366 leUl-32 ura4-A18 ade6-M210 
php4A::loxP feplAv.loxP grx4A::KANr). All seven strains were cultured in yeast extract 
medium (YES) containing 0.5% yeast extract and 3% glucose that was supplemented with 
225 mg/liter of adenine, histidine, leucine, uracil and lysine, unless otherwise stated. 
Strains for which plasmid integration was required were grown in synthetic Edinburgh 
minimal medium (EMM) lacking the specific nutrients required for plasmid selection and 
maintenance. Cells were seeded at an Agoo of 0.5, grown to exponential phase (Agoo of ~1.0) 
and then either cultured in the presence of 2, 2'-dipyridyl (Dip) (250 |aM) or FeC^ (100 or 
250 (iM), or left untreated for 90 min, unless otherwise indicated. S. pombe grx4A, php4A 
grx4A and fepl A php4A grx4A disruption strains, as well as control strains, were grown in 
culture jars under micro-aerobic conditions using the BD GazPack EZ system (BD 
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Diagnostic System, Sparks, MD). In the case of two-hybrid experiments, S. cerevisiae 
strain L40 (Mata his3A200 trpl-901 leu2-3, 112 ade2 LYS2::(lexAop)4-HIS3 
URA3::(lexAop)8-lacZ) (47) was grown in a synthetic minimal medium containing 83 
mg/liter of histidine, adenine, uracil and lysine, 2% dextrose, 50 mM MES [2-(iV-
morpholino)ethanesulfonic acid] buffer (pH 6.1) and, 0.67% yeast nitrogen base minus 
copper and iron (MP Biomedicals, Solon, OH). 
Plasmids. The pJK-1478NTAPfepl+ plasmid has been described previously (36). To 
create the pBPadeô-1478fepl +-RFP plasmid, p3K-l47Sfepl+-GFP was co-digested with 
SacII and Sail, thereby allowing the purification of a DNA fragment containing the fepl+ 
gene along with its promoter. The purified DNA fragment was cloned into SacII-Sall-
digested pBPade6* vector (1). The Sail and Asp718 restriction sites were used to insert, in 
frame, à copy of the RFP gene (RFP is red fluorescent protein) (kind gift of Dr. Richard 
Rachubinski, University of Alberta, Canada). The pJK-1200grx^+ plasmid was constructed 
via a three-piece ligation protocol by simultaneously introducing the SacII-BamHI grx4+ 
promoter fragment and the BamHI-Sall grx4+ gene fragment into the SacII-Sall-digested 
pJK210 vector (16). The GFP coding sequence with Sail and Asp718 sites at the 5' and 3' 
termini, respectively, of the GFP gene was derived from pSF-GPl (18) by PCR. The 
resulting DNA fragment was used to clone the GFP gene into the pJK-1200grx4+ plasmid 
to which Sail and Àsp718 restriction sites had previously been introduced by PCR, and 
which were placed immediately before the grx4+ stop codon. For this particular construct, 
the Sall-Asp718 GFP-encoded fragment was placed in frame with the C-terminal region of 
Grx4. A copy of the TAP coding sequence was generated by PCR from the pEA500-
194promphp4+-TAP plasmid (26) using primers that contained BamHI and Asp718 sites 
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and then was exchanged with the BamHI-Asp718 DNA fragment in plasmid pJK-
1478fepl* (36). The resulting recombinant vector expressed the TAP alone under the 
control of the fepl* promoter. 
For two-hybrid interaction assays, either the complete or the truncated versions of the fepl+ 
gene were generated by PCR using primers that contained BamHI and NotI restriction sites. 
Subsequently, the purified DNA fragments were digested with these enzymes and cloned 
into the corresponding sites of pVP16 (47) as described previously (51). To clone the 
grx4+ gene, and its mutant derivatives, into the pLexN-a vector (47), primers designed to 
generate BamHI and Sail restriction sites at the upstream and downstream termini of the 
coding sequences were used. The grx4 mutant alleles containing either site-specific 
mutations (e.g. C35A, C172A), or N- or C-terminal deletions (e.g. grx4ATRX, grx4AGRX) 
were created by the overlap-extension method (12). The final PCR products were digested 
with BamHI and Sail, arid then were cloned into the corresponding sites of pLexN-a. The 
LexA-Tupll and VP16-Fepl fusion proteins served as controls for the two hybrid analysis 
(51). 
Analysis of gene expression. Total RNA was extracted using a hot phenol method as 
described previously (3). RNA samples were quantified spectrophotometrically, and 15 fxg 
of RNA per sample were used for RNase protection assays, that were carried out as 
described previously (28). The riboprobes derived from the plasmids pSKfepl* (14), 
pSKfiol+ (34) and pSKact!* (27) were used to detect fepl+,fiol+ and actl+ transcripts, 
respectively. The actl+ riboprobe was used to detect actl+ mRNA as an internal control 
for normalization during quantification of the RNase protection products. The riboprobes 
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derived from the plasmids pKSACTl (22) and pSK VP 16 (26) were used to determine the 
ACT1 (from S. cerevisiaé) and VP 16 mRNA levels, respectively. 
Chromatin immunoprecipitation (ChlP). The preparation of chromatin was carried out as 
described previously (14). Immunoprecipitation of TAP-tagged Fepl with 
immunoglobulin G (IgG)-Sepharose beads, and the subsequent elution of the 
immunocomplexes, were performed as described (14). To reverse the formaldehyde 
crosslinks, both the eluted DNA and the DNA of the input control were first incubated at 
65°C for 18 h, and then at 37°C for 2 h in the presence of 50 jig of Proteinase K. Free DNA 
was then purified as described previously prior to PCR analysis (14). PCR amplifications 
were performed essentially as described by Komarnitsky et al. (19), except that the PCR 
program consisted of 2 min at 94°C, followed by 25 cycles of 1 min at 94°C, 1 min at 55°C 
and 2 min at 72°C, and then a final 4 min step at 72°C. Radiolabeled PCR products were 
purified using quick Spin columns (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN), and were 
resolved in 6% polyacrylamide-lX Tris-borate-EDTA gels. PCR signals were quantified 
by Phosphorlmager scanning, and were then normalized with respect to both the input 
DNA reaction and the internal intergenic control primer pair (in order to correct for PCR 
efficiency and background signals). All experiments were performed at least three times, 
and each experiment yielded similar results. Primers that span the fiol+ promoter region 
that included functional GATA boxes (34) were used for PCR analysis. The primers were 
designated by the name of the gene promoter, followed by the position of their 5' ends 
relative to the translational initiation codon: 
fiol-a^sf. 5'-CACCGCGTTAGGGCAAACAGGCCGGGGGGAAGCATGCCC-3'; 
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fiol-b.724*'-GATAGGACAGTTTTGGGGTCGGAGTTGGTGTCCACTTTG-3 ' ; 
Intergenic-cII3860000-a: 5'-CGGTGCGTTTTTCTACGCGCATCTTC-3'; 
Intergenic-cII3860000-b: 5'-GCCCAAGGCCCATCAACAATCTAACATG-3'. 
Fluorescence microscopy. Fluorescence microscopic analysis was performed as described 
previously (14). Fluorescence and differential interference contrast images of the cells 
were obtained using an Eclipse E800 epifluorescent microscope (Nikon, Melville, NY) 
equipped with an ORCA ER digital cooled camera (Hamamatsu, Bridgewater, NJ). The 
samples were analyzed using XI,000 magnification with the following filters: 465 to 495 
nm (GFP) and 510 to 560 nm (RFP). Cell fields shown in this study are representative of a 
minimum of five independent experiments. The merged images were obtained using the 
Simple PCI software version 5.3.0.1102 (Compix, Sewickly, PA). 
Co-immunoprecipitation. To determine whether Grx4 interacted with Fepl in S. pombe, 
fepl à. php4A grx4A cells were co-transformed with either pJK-1200grx4+-GFP or its 
mutant derivatives and pJK-1478NTAP-fepl+. As a control for signal specificity, cells 
were also co-transformed with pJK-\2QQgrx4+-GFP and pJK-1478NTAP. The cells were 
grown to an A600 of 0.9 and were then incubated in the presence of 250 |iM Dip or 100 |iM 
FeCb for 90 min. Total cell lysates were obtained by glass bead disruption in lysis buffer 
(10 mM Tris-HCl (pH 7.9), 0.1% Triton X-100, 0.5 mM EDTA, 20% glycerol, 100 mM 
NaCl and 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride) containing a mixture of protease inhibitors 
(P-8340; Sigma-Aldrich). After centrifugation at 13,000 rpm at 4°C for 5 min, equal 
amounts of proteins (~5 mg) were added to 15-fj.l bed volumes of IgG-Sepharose 6 Fast-
Flow beads (GE Healthcare) and the mixtures tumbled for 4 h at 4°C. The beads were 
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washed four times with 1 ml of lysis buffer, and then were transferred to a fresh microtube 
prior to a final wash. The immunoprecipitates were resuspended in 60 (il of SDS loading 
buffer, heated for 5 min at 95°C and the proteins resolved by electrophoresis on a 9 % 
SDS-poIyacrylamide gel. For Western blotting analysis of TAP-Fepl, Grx4-GFP and 
PCNA, the following primary antisera were used: polyclonal anti-mouse IgG antibody 
(ICN Biomedicals, Aurora, OH); monoclonal anti-GFP antibody B-2 (Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA); and, monoclonal anti-PCNA antibody PC 10 (Sigma-
Aldrich). 
Two-hybrid analysis. Pre-cultures of each L40 co-transformed strain harboring the 
indicated bait and prey plasmids were grown to an A goo of 0.3, and were then either left 
untreated, or cultured in the presence of Dip (250 ^M) or FeClj (100 jaM) for 4 h. Aliquots 
were withdrawn and P-galactosidase activity was assayed using o-nitrophenyl-p-D-
galactopyranoside as a substrate (51). The p-galactosidase activity levels were measured 
within the linear response range, and are expressed in standard units (29). The values 
reported here are the averages of triplicate assays of three independent co-tansformants. 
The antibodies used for protein expression analysis were the monoclonal antibodies anti-
LexA 2-12, which is directed against the LexA DNA binding domain, and anti-VP16 1-21, 
which is directed against the VP 16 activation domain (Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, CA). A monoclonal anti-3-phosphoglycerate kinase (PGK) antibody (Molecular 
Probes, Eugene, OR) was used to detect PGK that served as internal control. 
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Results 
Fepl is inhibited by a Php4-independent mechanism. When S. pombe cells are grown 
under low iron conditions, the CCAAT-binding factor Php4 is synthesized and interacts 
with the Php2/Php3/Php5 heterotrimer to mediate repression of the fepl+ gene (28). 
Surprisingly, we have observed that even in the absence of Php4 (php4A mutant), Fepl was 
inactivated under conditions of iron deficiency. In these circumstances, its target genes 
(e.g. fiol*) were clearly up-regulated in response to iron starvation (Fig. 1A and B, and data 
not shown). This Php4-independent mechanism was not active at the transcriptional level 
because the fepl* mRNA levels were constitutive and were unaffected by iron deprivation 
(Fig. 1C and D). To gain further insight into the mechanism of the Php4-independent 
inactivation of Fepl under conditions of iron starvation, we created a series of mutants in 
which several putative homeostasis genes were disrupted in combination with the php4+ 
gene. Using these mutant strains, we discovered that a php4A strain in which the grx4* 
gene was insertionally inactivated (php4A grx4A) exhibited very low fiol* mRNA levels, 
even in the presence of the iron chelator Dip (Fig. 1A and B). As a control, wild-type cells 
(FY435) displayed fiol* transcript levels that were repressed only in the presence of basal 
and high iron concentrations, whereas fiol* mRNAs were induced exclusively in response 
to iron starvation (Fig. 1A and B). Importantly, the negative effect of the deletion of Grx4 
on fiol* expression was corrected by inactivating the fepl* allele (php4A grx4A fepl A), 
revealing that the repression observed in php4A grx4A mutant cells required a functional 
Fepl protein (Fig. 1A and B). As previously shown in the case of the fepl A single mutant 
(14, 34, 36), php4A cells harboring an inactivated fepl+ gene (php4A fepl A) exhibited a 
strong constitutive transcription of fiol* regardless of the iron status (Fig. 1A and B). 
Concomitantly, the fepl * transcript levels were validated, fepl* mRNA was detected in 
\ 
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strains expressing fepl*, whereas it was absent in fepl A mutant cells. As a control for 
normal transcriptional regulation, wé verified that the steady-state levels offepl* in a wild-
type strain were down-régulated when the cells were grown under low iron conditions, and 
up-regulated under basal and iron-replete conditions (Fig. 1C and D, WT). Therefore, the 
fact that the fiol + transcription was strongly repressed in php4A grx4A cells (even in the 
presence of Dip) suggested that Fepl failed to respond to iron deficiency. These results 
further suggested that the elimination of Grx4 led to a constitutive activation of Fepl. 
Under these conditions, the genes under the control of Fepl were repressed irrespective of 
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Fig. 1. fiol+ transcript levels are constitutively repressed in a Fepl-dependent manner in a 
php4A strain lacking the grx4+ allele. A, The isogenic strains FY435 (wild-type, WT), 
php4A, php4A fepl A, php4A grx4A, php4A fepl A grx4A were grown to logarithmic phase. 
The cultures were left untreated (-), or were treated with Dip (250 jjM) or FeCk (Fe) (100 
pM) for 90 min. Total RNA was prepared from each sample and then analyzed by RNase 
protection assays. Steady-state levels offiol+ and actl* mRNAs (indicated by the arrows) 
were analyzed in the indicated strains. B, Graphic representation of the quantification of 
the results of three independent RNase protection assays, including the experiment shown 
in panel A. The values shown are the means of repeated experiments +/- standard 
deviations. C, Total RNA from the samples described in panel A were analyzed by RNase 
protection assays. The steady-state levels of fepl+ and actl+ mRNAs are indicated by the 
arrows. D, Quantification of the fepl* transcript levels after the various treatments. The 
histogram values represent the averages of triplicate determinations ± standard deviations. 
Dissociation of Fepl from chromatin requires the Grx4 monothiol glutaredoxin. We tested 
the possibility that Grx4 regulated the function of Fepl by interfering with its ability to 
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bind to chromatin under iron-limiting conditions. We used a ChIP method to assess the 
levels of promoter occupancy by Fepl in the absence or presence of Grx4. Cell lysates 
were prepared from php4A fepl A double or php4A fepl A grx4A triple mutant strains in 
which a functional fepl+ gene containing a TAP tag inserted immediately after the initiator 
codon (TAP-Fepl) was returned by integration. Before cell lysate preparation, the strains 
were maintained under micro-aerobic conditions in the presence of the iron chelator Dip 
(100 jxM). At mid-logarithmic phase, each cell culture was harvested, washed and 
resuspended in a selective medium containing either Dip (250 fxM) or FeCl3 (250 ^M) for 
90 min. The results of the ChIP analysis showed that TAP-Fepl occupied the fiol+ 
promoter at high levels when php4A fepl A grx4A triple mutant cells had been cultured in 
the presence of iron or Dip (Fig. 2). Anti-mouse IgG antibodies immunoprecipitated 7.5-
fold more TAP-Fepl associated with the fiol+ promoter DNA in php4A fepl A grx4A cells 
grown in the presence of Dip (250 |iM) than in php4A fepl A grx4+ cells grown under the 
same iron starvation conditions. When chromatin was prepared from php4A fepl A grx4A 
and php4A feplA grx4* strains grown under iron-replete conditions, TAP-Fepl pulled-
down elevated amounts of the fiol+ promoter sequence compared to the intergenic region 
reference (Fig. 2). In the case of the php4A feplA grx4+ cells, TAP-Fepl occupied the 
fiol+ promoter at maximum level (100 %) under iron-replete conditions. Similarly, in the 
case of the php4A fepl A grx4A cells, we found that the association of TAP-Fepl with the 
fiol* promoter was elevated, with an occupancy of 4.3-fold higher than that of the php4A 
fepl A grx4+ strain grown under low iron conditions (Fig. 2). Parallel experiments using 
php4A fepl A cells provided evidence that any effects of either iron or Dip on TAP-Fepl 
were independent of any potential changes in TAP-fepl* expression. As previously 
reported, and irrespective of whether or not the proteins were cross-linked to chromatin, 
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TAP-Fepl was clearly produced under both iron-limiting and iron-replete conditions (14 
and data not shown). In addition, we found that cross-linked and un-cross-linked Fepl was 
retained on IgG-Sepharose beads because the presence of TAP-Fepl was detected in the 
immunoprecipitates obtained from cells grown in the absence or presence of iron (14 and 
data not shown). As expected, immunoprecipitates were not detectable in the case offepl A 
php4A cells expressing the untagged fepl* allele (14 and data not shown). Taken together, 
the results indicated that, in the presence of Grx4, TAP-Fepl associates with the fiol* 
promoter in iron-replete cells, whereas it dissociates from this promoter in response to iron 
starvation. In contrast, when Grx4 was deleted, the association between TAP-Fepl and the 
fiol* promoter became sustained, allowing Fepl to act as a constitutive repressor on its 
target gene regardless of iron availability. 
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Fig. 2. Deletion of the grx4+ gene results in a constitutive ability of TAP-Fepl to bind to 
the fiol+ promoter in vivo. ChIP analysis of the fiol* promoter in a php4A fepl A double 
mutant or a php4A fepl A grx4A triple mutant strain. Both mutant strains were transformed 
with the integrative plasmid that encodes a functional TAP-tagged fepl* allele. The strains 
were pre-cultured in the presence of 100 jiM Dip, allowed to grow to an A too of -1.0, 
washed and then incubated (90 min) in the presence of 250 (jM Dip or 250 FeCh (Fe). 
Chromatin was immunoprecipitated with anti-mouse IgG antibodies, and a specific region 
of the fiol+ promoter was analyzed by PCR to determine Fepl occupancy. The upper band 
represents the /zo7+-specific signal, while the lower band is an internal background control 
derived from a non-transcribed region (i.e. the intergenic region). The lower panel shows a 
graphic representation of the quantitation of three independent ChIP assays, including the 
experiment depicted in the upper panel. The values shown are the means for three 
experiments +/- standard deviations. The signals are expressed as relative binding (%) and 
were calculated as a percentage of chromatin measured from the iron-treated grx4+ strain 
(normalization to 100% corresponding to the values observed in the wild-type (grx4+) 
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strain under iron-replete conditions). Input, input chromatin; IP, immunoprecipitated 
chromatin. 
Both Grx4 and Fepl co-localize in the nucleus and physically interact with each other. 
Based on the data obtained, we asked whether the inactivation of Fepl measured in the 
presence of Grx4 in iron-starved cells was intrinsically linked to an interaction between 
Grx4 and Fepl. To begin to address this point, we used a php4A fepl A grx4A triple mutant 
strain in which case the functional integrative plasmids harboring grx4+-GFP and fepl*-
RFP alleles were expressed under the control of the grx4+ and fepl+ promoters, 
respectively. As previously reported (6), Grx4-GFP fluorescence was detected in the whole 
cells with a predominance of the signal being observed in their nuclei (Fig. 3A). 
Furthermore, the pattern of Grx4-GFP fluorescence was similar in cells cultured under both 
iron-starvation and iron-replete conditions (Fig. 3 A). In the case of Fepl-RFP, the results 
revealed that the red fluorescent signal was observed in the nucleus in both iron-limited and 
iron-replete cells. It has been reported previously that Fepl is a nuclear resident protein 
that can serve as a marker with which to probe the nucleus (14, 36). Merged images of 
both fluorescent fusion proteins showed that a proportion of the Grx4 protein co-localized 
with Fepl-RFP in the nucleus, suggesting that Grx4 could associate with the Fepl iron-
sensing transcription factor. 
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Fig. 3. Grx4 and Fepl interact and co-localize to the nucleus. A, php4A feplA grx4A 
mutant cells were co-transformed with the integrative plasmids pJK-\200grx4+GFP and 
pBPade6-1478fepl+RFP. Cells co-expressing the Grx4-GFP and Fepl-RFP fusion 
proteins were grown to logarithmic phase, and were then treated with either 250 pM Dip or 
100 jaM FeCb (Fe) for 90 mill. The cells were analyzed by fluorescence microscopy for 
both GFP (centre left) and RFP (centre right). Merged images are shown in the far right 
panels. Nomarski optics were used to examine cell morphology (far left panels). B, php4A 
fepl A grx4A cells were co-transformed with plasmids expressing TAP alone and GFP-
tagged Grx4, or TAP-tagged Fepl and GFP-tagged Grx4. Extracts (Total) were subjected 
to immunoprecipitation (IP) using IgG-Sepharose beads. The beads were washed, and the 
eluted proteins were then analyzed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. After 
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electrophoresis, the bound proteins were analyzed by immunoblot assay using an anti-GFP 
antibody (a-GFP). A portion of the total cell extracts (~2 %) was included to verify the 
presence of the immunoblotted proteins prior to chromatography. As additional controls, 
aliquots of whole-cell extracts and the bound fractions were probed with anti-mouse IgG 
antibody (a-IgG) and anti-PCNA antibody (a-PCNA). The positions of the protein 
standards are indicated on the left. NS, non-specific signal. C, Co-integration of the 
grx4*-GFP and TAP-fepl* alleles in php4A fepl à. grx4A mutant cells restores the iron-
dependent regulation of fiol* expression. A php4A fepl A. grx4A triple mutant strain was 
transformed with pJK148-1478NTAP/ë/?7+ or a combination of pJK148-1478NTAP/è/?7+ 
and pJK210-1200grx4+GFP. Total RNA was isolated from both control (untreated) cells (-
) and cells treated with Dip (250 p.M) or FeCb (100 |xM). The steady-state levels of fiol+ 
and actl* mRNA (indicated by the arrows) were determined. As additional controls, a 
php4A fepl A double mutant strain was transformed with an empty vector (vector alone) or 
a functional TAP-fepl* allele. The parent FY435 (WT) was used as a positive control for 
the repression of fiol+ gene expression under iron-replete conditions. The results shown 
are representative of three independent experiments. D, Using two-hybrid analysis, co-
expression of the full-length Fepl fused to VP 16 with the LexA-Grx4 fusion protein 
produced high levels of p-galactosidase activity. The indicated bait and prey molecules 
were co-expressed in the S. cerevisiae strain L4Ô grown in the presence of FeCl3 (100 (xM) 
or under iron-deficient conditions (250 jjM Dip). Liquid P-galactosidase activities 
(indicated in Miller units) were assayed in the L40 strain using an integrated (lexAop)$-lacZ 
reporter. The values shown are the means for three replicates +/- standard deviations. The 
LexA-Tupl 1 and VP16-Fepl fusion proteins served as positive controls for the assay (51). 
The co-localization of Grx4 and Fepl led us to investigate the possibility that Grx4 
associated with Fepl. Plasmids expressing TAP alone and GFP-tagged Grx4, or TAP-
tagged Fepl and GFP-tagged Grx4, were co-transformed into a php4A fepl A grx4A triple 
mutant strain. These cells were grown to mid-logarithmic phase, washed and then 
incubated for 90 min in the presence of either 250 p.M Dip or 250 ^M FeCl3. Total lysates 
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were immunoprecipitated using IgG-Sepharose beads for the selective retrieval of TAP or 
the TAP-tagged proteins. Analysis of the proteins bound to the beads by immunoblotting 
with anti-GFP antibody showed that Grx4-GFP and TAP-Fepl associated in vivo as Grx4-
GFP was significantly enriched in the immunoprecipitates of TAP-Fepl (Fig. 3B). 
Interestingly, the results showed that the formation of a heteroprotein complex between 
Grx4-GFP and TAP-Fepl was independent of the iron status of the cells. A very weak 
background signal was observed when Grx4-GFP was probed in the bound fraction of 
control cells expressing only untagged TAP (Fig. 3B). To assess the steady-state levels of 
TAP or TAP-Fepl, immunoblot analyses of the protein preparations and co-
immunoprecipitation reactions were performed using anti-IgG antibody (Fig. 3B). The 
specificity of the immunoprecipitation experiments was ascertained as follows. Total 
lysates and immunoprecipitates (or bound fractions) were analyzed by Western blotting 
using an antibody directed against PCNA, a soluble protein like the Grx4-GFP and TAP-
Fepl fusion proteins. The data showed (Fig. 3B) that PCNA was present in the total cell 
extracts, but not in the immunoprecipitates. Collectively, these results revealed that 
immunoprecipitation of Grx4-GFP using anti-IgG antibody can be observed only when it is 
co-expressed with TAP-Fepl, indicating the formation of a heteroprotein complex between 
Grx4-GFP and TAP-Fepl. It must be emphasized that the formation of the heterocomplex 
was independent of the cellular iron status, since similar levels of enrichment of Grx4-GFP 
were observed under both iron-depleted and iron-replete conditions. 
As previously reported, the insertion of TAP at the N terminus of Fepl does not interfere 
with its function (Fig. 3C) (14, 36). Indeed, php4A feplA cells expressing a TAP-tagged 
fepl* allele were able to repress fiol* mRNA expression (~18 to 20-fold) under both 
standard (untreated) and iron-replete conditions. Importantly, fiol*, mRNA levels in the 
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php4A fepl A grx4A mutant strain co-expressing the grx4* -GFP allele in conjunction with 
TAP-fepl* were also down-regulated under basal (—17-fold) and iron-replete (~20-fold) 
conditions (Fig. 3C). We therefore concluded that when Grx4-GFP and TAP-Fepl were 
co-expressed in php4A feplA grx4A mutant cells, they functionally conferred iron-
dependent regulation of fiol* expression in a manner similar to that of the wild-type Grx4 
and Fepl proteins in the parental strain (Fig. 3C). 
To further investigate the association between Grx4 and Fepl, a two-hybrid, analysis was 
performed using the full-length grx4* gene fused to the lexA coding region as bait, and the 
fepl* gene fused to the coding region of the VP 16 activation domain as prey. Co-
expression of the full-length Grx4 fused to LexA with the VP16-Fepl fusion protein 
resulted in the detection of high levels of P-galactosidase activity (-801 +/- 58 Miller units) 
(Fig. 3D), indicating a very strong interaction between these two proteins. As positive 
controls, we used the LexA-Tupll and VP16-Fepl fusion proteins, which are known to 
strongly interact with each other (51). Co-immunoprecipitation experiments of S. pombe 
cell extracts suggested that the interaction between Grx4 and Fepl was not modulated by 
iron (Fig. 3B). To determine whether the association between the LexA-Grx4 and VP 16-
Fepl fusion proteins in bakers' yeast was insensitive to iron in a manner that paralleled the 
co-immunoprecipitation results, the two full-length fusion proteins were co-expressed 
under both iron-limited and iron-replete conditions. The results of two-hybrid analysis 
showed that the full-length LexA-Grx4 and VP16-Fepl proteins associate with each other 
in an iron-independent manner, resulting in very high levels of p-galactosidase. activity in 
both cases (Fig. 3D). 
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Grx4 interacts strongly with the C-terminal region of Fepl, but associates only weakly with 
its N-terminal region. Because analogous results were obtained using both methods of 
protein-protein interaction analysis, we used the two hybrid technology to delineate the 
region(s) of Fepl that predominantly interacted with Grx4. We first investigated the 
possibility of interaction between Grx4 with the N-terminal segments 2-241 and 2-359 of 
Fepl, and a C-terminal 323 amino acid residues of Fepl (residues 242-564). P-
galactosidase assays of VP16-2Fepl241 and VP16-2Fepl359 co-expressed with LexA-Grx4 
revealed only weak activity levels (7.1 +/- 1.9 and 14.9 +/- 1.6 Miller units, respectively). 
However, these levels of P-galactosidase activity were significantly higher than the 
background values of pairs of non-interacting proteins (Fig. 4A). We then tested whether 
the C-terminal region 242-564 of Fepl was involved in the interaction with Grx4. In these 
experiments, VP16-242Fepl564 showed very high levels of P-galactosidase activity (742 +/-
112 Miller units) similar to that observed with the full-length VP16-Fepl fusion protein 
(664 +/- 83 Miller units) (Fig. 4A). Immunoblot analyses of protein extracts using anti-
LexA and anti-VP16 antibodies clearly indicated that the fusion proteins were expressed in 
the co-transformed cells (Fig. 4B). Although we consistently detected LexA alone, full-
length LexA-Grx4 protein, VP16-Fepl protein and its truncated derivatives, we were 
unable to detect the VP 16 polypeptide alone. This observation may be due to its very low 
predicted molecular weight (~8 kDa). Overall, the results suggested that the C-terminal 

















10 15 20 200 400 600 800 1000 
fS-Galactosidase Activity 
Miller units 

















2- 2- 2- 242-
564 359 24 ) 564 
vP16-Fep1 
Fig. 4. The N- and C-terminal regions of Fepl interact with Grx4, with the latter region 
making a much stronger interaction than the former. A, The LexA-Grx4 fusion protein 
was co-expressed with the full-length VP16-Fepl protein or its truncated derivatives. The 
amino acid sequences of the Grx4, Fepl and Tupll proteins are numbered relative to their 
first initiator codons, respectively. Each set of constructs was co-expressed in the S. 
cerevisiae strain L40 under basal conditions. As a measure of protein-protein interactions, 
liquid P-galactosidase assays were carried out and the results shown are the means of 
triplicate determinations +/- standard deviations. The LexA-Tupll and VP16-Fepl fusion 
proteins were used as positive controls (51). B, Cell lysates from aliquots of the cultures 
described in panel A were analyzed by immunoblotting with anti-LexA, anti-VP16, or anti-
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phosphoglycerate kinase (PGK) (as an internal control) antibodies. The positions of protein 
standards are indicated to the left. NS, non-specific signal. 
To gain additional insight into the C-terminal region 242-564 of Fepl that was responsible 
for interaction with Grx4, seven chimeric proteins were generated using different segments 
of the Fepl protein. These segments comprised residues 319 and 564 (VP16-319Fepl564), 
405 and 564 (VP16-405Fepl564), 432 and 564 (VP16-432Fepl564), 405 and 541 (VP16-
405Fepl541), 405 and 501 (VP16-405Fepl501), 405 and 480 (VP16-405Fepl480) and 405 and 
457 (VP16-405Fepl457). p-galactosidase assays of VP16-432Fepl564 or VP16-405Fepl457 co-
expressed with LexA-Grx4 showed only very weak activity levels (1.1% and 0.9%, 
respectively) relative to that of the VP16-242Fepl564 fusion protein (Fig. 5A). In contrast, 
constructs encoding VP16-3l9Fepl564, VPlô-^Fepl564, VP16-405Fepl541 and VP16-
405Fepl501 had similar high levels of P-galactosidase activity (97%, 118%, 106%, and 
102%, respectively) compared to that of VP16-242Fepl564 (Fig. 5). Co-expression of VP 16-
405Fepl480 with LexA-Grx4 exhibited significantly reduced levels of p-galactosidase 
activity, specifically 29% of that of the VP16-242Fepl564 fusion protein (Fig. 5). 
Importantly, the interaction between LexA-Grx4 and the VP16-242Fepl564, VP16-
319Fepl564, VP16-405Fepl564, VP16-405Fepl541, VP16-405Fepl501 or VP16-405Fepl480 fusion 
proteins using two-hybrid analysis was not found to be modulated by iron availability (data 
not shown). All fusion proteins tested for two-hybrid interactions were detected by 
immunoblot analyses, except the chimeric VP16-405Fepl480 and VP16-405Fepl457 proteins 
(Fig. 5B). Given this situation, we assayed the levels of mRNA expression of VP 16 alone 
and VP16-fepl+ fusion constructs (full-length and its truncated derivatives) using RNase 
protection assays. The results showed that VP 16 used without, or with, the wild-type or 
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truncated fepl constructs were clearly expressed, with transcripts being detected in the case 
of each prey construct (Fig. 5C). We concluded that the C-terminal segment of Fepl 
encompassing amino acid residues 242-564 is required for a full-strength interaction with 
Grx4 by two-hybrid assay. Furthermore, within this region, a domain corresponding to 
amino acids 405-501 constitutes a minimal module that is sufficient for maximal 
! 
interaction between Fepl and Grx4. 
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Fig. 5. Minimal C-terminal region of Fepl that is required for interaction with the LexA-
Grx4 fusion protein in the two-hybrid assays. A, The LexA-Grx4 fusion protein was co-
expressed with a series of truncated versions of VP16-Fepl in the L40 strain. Positive 
interactions between the proteins were detected by liquid p-galactosidase assays. The 
histogram values represent the averages of triplicate determinations +/- standard deviations. 
B, The LexA-Grx4 fusion protein and the truncated versions of the VP16-Fepl fusion 
proteins were detected by immunoblotting using anti-LexA and anti-VP16 antibodies, 
respectively. As a control, total extract preparations were probed with an anti-
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phosphoglycerate kinase (PGK) antibody. C, Aliquots of the cultures described for panel 
A were also examined by RNase protection assay for steady-state levels of the VP 16 
transcripts. Actin (ACT1) mRNA levels were probed as an internal control. 
Two domains of Grx4 are involved in the interaction with Fepl, but only the GRX domain 
interacts in an iron-dependent manner with the N-terminal region of Fepl. The 
identification of the amino acid regions of Fepl required for its association with Grx4 
prompted elucidation of the region on Grx4 that was necessary for this interaction. The 
monothiol glutaredoxin Grx4 from the fission yeast S. pombe includes two major domains 
that exhibit a high overall sequence homology with most family members of monothiol 
glutaredoxins (11). These two domains are denoted thioredoxin (TRX)-like and 
glutaredoxin (GRX)-like. The N-terminal Trx-like domain of Grx4 contains a WAAPC35K 
sequence that is reminiscent of the thioredoxin active site motif WCGPCK (11). The C-
terminal Grx-like domain of Grx4 contains the highly conserved residues CmGFS that are 
required for monothiol glutaredoxin cellular functions (11). We designed truncated 
segments of the N- and C-terminal ends of Grx4, leaving only its GRX and TRX domains, 
respectively. The construct in which the TRX domain of Grx4 was removed (LexA-
105Grx4244) did not exhibit P-galactosidase activity when co-expressed with VP 16-
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Fig. 6. The TRX domain of Grx4 is required for its interaction with the C-terminal region 
of Fepl. A, Schematic illustration of the LexA-Grx4 fusion protein and its mutant 
derivatives. The N-terminal 142 amino acid residues of Grx4 encompass its TRX domain, 
while residues 105-244 of Grx4 contain the GRX domain. The point mutations are marked 
with an A (instead of the wild-type C residues). The amino acid sequence numbers refer to 
the positions relative to the first amino acid of each protein. Co-transformed cells were 
grown under iron-deficient conditions (250 Dip), or in the presence of iron (100 |iM 
FeCIa). Protein-protein interactions were detected by liquid P-galactosidase assays and are 
indicated in Miller units. The error bars indicate the standard deviations of triplicate 
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samples. B, Whole cell extracts were prepared from aliquots of the cultures described in 
panel A, and were analyzed by immunoblotting using either anti-LexA or anti-VP16 
antibody. As an internal control, total extract preparations were probed with an anti-
phosphoglycerate kinase (PGK) antibody. 
This result suggested that the TRX domain was needed to interact with the C-terminal 
region 405-501 of Fepl. Importantly, the chimeric LexA-2Grx4142 (domain TRX) molecule 
displayed a 6% decrease in the activity of the reporter P-galactosidase as compared to the 
full-length LexA-2Grx4244 fusion protein (Fig. 6A). However, when the Cys3S residue 
located within the TRX domain (LexA-Grx4-C35A mutant) was mutated, p-galactosidase 
activity was abolished. Consistent with the fact that the TRX domain was required for the 
association between Grx4 and the Fepl C-terminal region, when the Cys172 residue located 
within the GRX domain was mutated, the reporter p-galactosidase was still highly 
expressed (93%). We then investigated whether the ability of the TRX domain of Grx4 to 
interact with the C-terminal region of Fepl was affected by iron. Results showed that the 
interaction between the TRX domain of Grx4 and the 405-501-amino acid region of Fepl 
was independent of the iron status (Fig. 6A). To ensure that the LexA-Grx4 protein and its 
mutant derivatives, as well as the chimeric VP16-405Fepl501 molecule, were expressed in 
the co-transformed cells immunoblot analyses of protein extracts were carried out using 
both anti-LexA and anti-VP16 antibodies. Chimeric proteins were detected under 
conditions of both low and high levels of iron (Fig. 6B). 
Two-hybrid analyses (Fig. 4) showed that co-expression of the full-length LexA-Grx4 with 
the VP16-2Fepl359 protein produced low, but significant, levels of P-galactosidase activity 
(14.9 +/- 1.6 Miller units), indicating an interaction between Grx4 and the Fepl 2-359-
amino acid fragment. To further delineate the region of Grx4 that interacted with the N-
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terminal region 2-359 of Fepl, we created four different chimeric LexA-Grx4 molecules, 
LexA-2Grx4142 (domain TRX), LexA-105Grx4244 (domain GRX), LexA-Grx4-C172A and 
LexA-Grx4-C3 5A. The LexA-2Grx4244, LexA-105Grx4244 (domain GRX) and LexA-Grx4-
C35A fusion proteins produced significant levels of P-galactosidase activity (23.8 +/- 1.1, 
20.5 +/- 2.1 and 20.1 +/- 2.2 Miller units, respectively) under conditions of low iron levels 
when co-expressed with VP16-2Fepl359 (Fig. 7A). In contrast, when these three co-
transformants were incubated in the presence of iron, p-galactosidase activity decreased by 
75%, 77% and 78%, respectively (Fig. 7A). When the GRX domain was removed (LexA-
2Grx4142) or mutated (LexA-Grx4C172A) and then tested for interaction with VP16-
2Fepl359, no significant P-galactosidase activity was detected, irrespective of the cellular 
iron status. Western blot analysis revealed equivalent expression levels of the LexA-Grx4 
fusion protein and its derivatives, regardless of the iron status (Fig. 7B). Based on these 
data, we concluded that the Grx4 GRX domain interacts with the N terminus of Fepl in an 
iron-dependent manner. Furthermore, the Cys172 residue within the GRX domain of Grx4 
is absolutely required, as its removal abrogates the physical interaction between the LexA-
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Fig. 7. High concentrations of iron strongly decrease the interaction between the Grx 
domain of Grx4 and the N-terminal region of Fepl. Both the truncated and mutated LexA-
Grx4 fusion proteins used as baits are depicted (left side). The indicated Fepl N-terminal 
region (2-359) was co-expressed with the VP 16 activation domain as a prey (right side). 
Co-transformed cells were grown to an A600 of 0.3 and then were treated with Dip (250 pM) 
or EeClî (100 (iM) for 4 h. Liquid P-galactosidase assays were carried out as a measure of 
protein-protein interactions. The values shown are the averages of triplicate determinations 
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+/- standard deviations. B, Protein extracts were prepared from aliquots of the cultures 
used in panel A, and were then analyzed by immunoblotting using either anti-LexA, anti-
VP 16 or anti-phosphoglycerate kinase (PGK) (as an internal control) antibody. 
Based on the data obtained (Figs 6 and 7), the full-length VP16-Fepl fusion protein was 
tested for interaction with separate domains of Grx4 as a function of iron availability. 
Although the strength of the interaction between the GRX domain (LexA-105Grx4244) and 
VP16-2Fepl564 was low (~23.0 +/- 2.0 Miller units), based on p-galactosidase activity, it 
was significantly higher than those for the negative controls (which consist of vectors 
only). In addition, we observed that high concentrations of iron resulted in a decrease in P-
galactosidase activity (~48 %), revealing a weaker interaction of the GRX domain with 
Fepl (Fig. 8A). Similarly, the mutant LexA-Grx4C35A (in which the TRX domain was 
mutated) exhibited a decreased (~47 %) physical interaction with Fepl in the presence of 
high levels of iron (Fig. 8A). In subsequent assays, co-expression of the TRX domain 
(LexA-2Grx4142) with the VP16-2Fepl564 fusion protein produced co-transformants 
exhibiting high levels of P-galactosidase activity that were not modulated by iron (Fig. 8A). 
Analogous to the interaction between the TRX domain and Fepl, cells co-expressing 
LexA-Grx4C172A (in which the GRX domain was mutated) and VP16-2Fepl564 exhibited 
very high levels of P-galactosidase activity that were independent of the iron status (Fig. 
8A). Western blot analyses of protein extracts using anti-LexA and anti-VP16 antibodies 
showed that the fusion proteins were expressed in thé co-transformed cells independently 
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Fig. 8. The TRX domain of Grx4 strongly associates with the full-length Fepl protein, 
whereas a weak, but reproducible, interaction between Fepl and the GRX domain is 
detected, and is enhanced under low iron conditions. A, Schematic diagrams of the LexA 
DNA binding domain either alone, or the LexA-Grx4 fusion protein and its mutant 
derivatives. The indicated bait molecule was co-expressed with the VP 16 activation 
domain or the full-length VP16-Fepl fusion protein. Co-transformed cells were grown to 
an A6oo of 0.3 and were then incubated under iron-deficient conditions (Dip, 250 jxM) or 
with excess iron (100 jxM) for 4 h. Protein-protein interactions were assessed by liquid {3-
galactosidase assays, and the results are indicated in Miller units. The error bars indicate 
the standard deviations of samples analyzed in triplicate. B, Total cell extract preparations 
from aliquots of the cultures used in the assays described in panel A were analyzed by 
immunoblotting using anti-LexA, anti-VP16, or anti-phosphoglycerate kinase (PGK) 
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antibody. For simplicity, the full-length VP16-Fepl fusion protein was analyzed in iron-
deficient cells since its expression level detected in the iron-replete cells was virtually 
identical. 
Fepl function is inactivated through the action of the GRX domain under conditions of iron 
starvation. Given the fact that two-hybrid assays showed that the strength of the interaction 
between the two Grx4 domains and Fepl were different, we further investigated the effect 
of these domains on Fepl function. These experiments were in keeping with the fact of the 
importance of the regulation of fiol+, a gene known to encode a component of the iron 
transport machinery. Plasmids expressing the mutant proteins (Fig. 9) were transformed 
into an S. pombe php4A fepl A grx4A strain. In addition, each transformant co-expressed 
the Fepl-RFP fusion protein that served as a marker of nuclei. The Grx4C35A-GFP 
(C35A), 1Grx4l42-GFP (TRX) and Grx4C172A-GFP (C172A) fusion proteins were 
detected in the nucleus and the cytoplasm (Fig. 9 A). Importantly, the nuclear portion of all 
three of the above-mentioned Grx4 mutant proteins co-localized with the Fepl-RFP fusion 
protein. Interestingly, the I05Grx4244-GFP mutant, which expressed only the Grx domain, 
was predominantly observed in the cytoplasm (Fig. 9A). Only a very small fraction of 
105Grx4244-GFP co-localized with the Fepl-RFP protein in the nucleus (Fig. 9A). We then 
examined whether mutated forms of Grx4 affected its ability to interact with Fepl in S. 
pombe. We co-expressed TAP-Fepl with the GFP tag fused to either the C-terminal region 
of Grx4, or to its mutant derivatives. Each combination was co-expressed in a php4A fepl A 
grx4A mutant strain and co-immunoprecipitation experiments were performed in cells 
cultured in the presence of either the iron chelator Dip or of FeC^ (Fig. 9B). Western blot 
analysis of the proteins retained by the beads (bound fraction) using an anti-GFP antibody 
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revealed that both wild-type Grx4-GFP and Grx4C172A-GFP (C172A) were present in the 
immunoprecipitate fraction under iron-limiting and iron-replete conditions (Fig. 9B). In 
contrast, and regardless of the iron levels, neither Grx4C35A-GFP (C35A), nor 105Grx4244-
GFP (GRX), were found in the bound fraction of cells expressing the full-length TAP-Fepl 
protein. Notably, weak protein-protein interactions might not be detectable using the less-
sensitive co-immunoprecipitation method, especially when compared to the exquisitely 
sensitive yeast two-hybrid method. The specificity of the co-immunoprecipitation 
experiments was ascertained using total cell lysates. Proteins retained by the beads were 
analyzed by Western blotting using an antibody directed against PCNA, a soluble protein 
like TAP-Fepl, Grx4-GFP, or its mutant derivatives. PCNA was found to be present in the 
total cell extracts, but not in the retained protein fraction (Fig. 9B). Furthermore, 
interaction between the Grx4-GFP and TAP proteins was not observed when TAP was co-
expressed alone with the GFP tag fused to Grx4 (Fig. 3B and data not shown). To assess 
the steady state protein levels of TAP-Fepl, immunoblot analysis of both the protein 
preparations and the bound fractions were carried out using anti-IgG antibody (Fig. 9B). 
Together, the co-immunoprecipitation data show that the TAP-Fepl and either the Grx4-
GFP or the Grx4C172A-GFP (CI72A) fusion proteins specifically interacted with each 
other to form a stable heteroprotein complex that could be pulled down from whole cell 
extracts. 
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Fig. 9. The TRX domain is required for the maximal in vivo association between Grx4 and 
Fepl, while the GRX domain is necessary for the inhibition of Fepl activity in rèsponse to 
iron deficiency. A, php4A fepl A grx4A cells containing a functional fepl*-RFP allele were 
transformed with grx4C35A-GFP (C35A), 'grx4l42-GFP (TRX), grx4C172A-GFP 
(C172A), or ,05grx4244-GFP (GRX). The cells were analyzed by fluorescence microscopy 
so as to reveal both RFP and GFP expression, and were then examined by Nomarski 
microscopy for cell morphology. Merged images of Fepl-RFP co-expressed with the 
indicated grx4 mutants are shown (bottom panels). B, Cells harboring a php4A fepl A 
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grx4A triple deletion were co-transformed with TAP-fepl* + grx4+-GFP, TAP-fepl* + 
grx4C35A-GFP (C35A), TAP-fepl* + grx4C172A-GFP (C172A), or TAP-fepl* + 
l05grx4244-GFP (GRX). Mid-logarithmic-phase cultures were incubated in the presence of 
Dip (250 pM) or FeCU (100 ^M) (Fe) for 90 min. Lysates (total) were incubated with an 
IgG-Sepharose resin. Following washing, the bound fractions were analyzed by 
immunoblotting using the anti-GFP antibody. As controls, aliquots of both the cell lysates 
and bound fractions were probed with an anti-mouse IgG antibody and an anti-PCNA 
antibody. A portion of the total protein lysates (~2 %) was also analyzed to verify the 
presence of the immunoblotted proteins prior to chromatography. C, RNase protection 
analysis of the fiol* transcript levels in wild-type (WT), fepl A, grx4A and php4A grx4A 
strains exposed to 250 jj.M Dip or 100 p,M FeCh, or left untreated (-). Cells harboring a 
php4A grx4A double deletion were transformed with the grx4*-GFP, grx4C35A-GFP 
(C35A), 1 grx4142-GFP (TRX), grx4C172A-GFP (CI72A), or I05grx4244-GFP (GRX) 
alleles. The steady-state levels of the fiol* and actl+ mRNAs are indicated with arrows. 
D, Quantification of the fiol* transcript levels after the various treatments. The histogram 
values represent the averages of triplicate determinations +/- standard deviations. 
To assess the effect of the expression of different Grx4 mutants on Fepl function, we 
carried out RNase protection analysis to examine the relative transcriptional profile of the 
Fepl-regulated target gene fiol* (Fig. 9C). php4A grx4A cells expressing the 1Grx4142- « 
GFP (TRX) mutant, in which the GRX domain was absent, displayed a constitutive 
repression of fiol+ irrespective of the iron status. Similarly, when php4A grx4A mutant 
cells were transformed with the grx4Cl 72A allele (in which the conserved Cys172 of the 
glutaredoxin active site was substituted for an Ala residue), fiol+ transcripts were still 
largely repressed, even in the presence of Dip, indicating that the Fepl repressor failed to 
respond to low iron conditions. Surprisingly, php4A grx4A cells expressing the 105grx244-
GFP (GRX) allele displayed a low, but significant, increase (8.2-fold) of fiol* transcript 
levels in the presence of Dip as compared to the 'grx4142-GFP (TRX) allele expressed under 
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the same conditions (Fig. 9C). Moreover, php4A grx4A cells expressing grx4C35A-GFP 
and grx4+-GFP alleles consistently showed an iron-dependent regulation of the fiol+ gene. 
fiol+ mRNA levels were induced (21.8- and 22.2-fold, respectively, compared with basal 
levels of expression observed in untreated cells) in cells cultured in the presence of Dip, 
whereas in both untreated and iron-replete cells fiol* transcript levels were repressed as in 
the case of wild-type strain (Fig. 9C). As expected, fiol+ transcript levels were only 
increased in wild-type cells cultured in the presence of Dip (33.1-fold) compared with the 
level of transcripts detected from control (untreated) cells, fiol+ expression was 
constitutively repressed in a grx4A single mutant strain, whereas fiol* mRNA levels were 
strongly increased in a fepl A single mutant strain (Fig. 9C). Taken together, these findings 
supported the interpretation that the strong interaction between the C terminus of Fepl and 
the TRX domain of Grx4 is not necessary for iron limitation-dependent inhibition of Fepl. 
In contrast, the weaker interaction between the N terminus of Fepl and the GRX domain of 
Grx4 appears to play a critical role for inactivation of Fepl function in response to iron 
starvation. 
Discussion 
Excess iron accumulation in the fission yeast S. pombe triggers the transcription factor 
Fepl to repress the expression of the genes involved in the acquisition of iron (15, 21, 35). 
In contrast, when these cells undergo a transition from conditions of iron sufficiency to iron 
deficiency, the activity of Fepl must be shut down to allow de novo synthesis of high-
affinity iron transporters. Although the mechanism by which Fepl is inactivated by iron 
starvation is crucial, the molecular components and features that dictate how Fepl is 
inhibited are still poorly understood. Our group has already identified one mechanism that 
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operates at the transcriptional level (28). We determined that fepl* gene expression is 
under the control of the CCAAT-binding factor Php4, and that its expression is down-
regulated under conditions of iron starvation (>0.01 (J.M) and up-regulated under conditions 
of both low (0.74 jxM) and high levels (100 (J.M) of iron (28). In the present study, we have 
identified a second mechanism that takes place at the post-translational level. Using a 
biological system in which the Php4 protein was absent, thus allowing us to unlink iron 
starvation-dependent behavior of the Fepl protein from its transcriptional regulation by 
Php4, we determined that the presence of a functional grx4+ gene was required to inactivate 
Fepl in response to iron deficiency. This result was rather unexpected since monothiol 
glutaredoxins are known to inhibit iron-regulatory transcription factors in response to 
excess iron, but not under conditions of iron deficiency. For instance, it is known that the 
S. cerevisiae transcription factor Aftl activates high-affinity iron transport gene expression 
in response to iron deficiency. In contrast, Aftl is inactivated by iron repletion (48, 49). 
Although the precise mechanism of iron-dependent inhibition of Aftl activity remains 
unclear, it has been shown that the presence of different cellular components, including 
glutathione, the Fral and Fra2 proteins and the monothiol glutaredoxins Grx3 and Grx4, are 
required to communicate cellular iron levels to Aftl as well as to inhibit its function upon 
iron repletion (15). It has been shown that Grx3 and Grx4 interact directly with Aftl (20, 
32, 38). However, the association of Grx3 and Grx4 with Aftl was shown to be 
independent of the iron levels (32). Similarly, in the present study, we determined by two-
hybrid assays, that the interaction of the full-length Grx4 with Fepl was constitutive and 
not modulated by iron. We found that both the TRX and the GRX domains of Grx4 
interacted with Fepl. Surprisingly, we observed that the TRX domain of Grx4 interacted 
more strongly with Fepl than with the GRX domain. Furthermore, the experiments 
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revealed that the GRX domain interacted in an iron-dependent manner with the N-terminal 
region of Fepl. These results were different than those reported in the case of the S. 
cerevisiae monothiol glutaredoxins Grx3 and Grx4 with respect to their associations with 
Aftl (38). In this case, two-hybrid experiments showed that each of the GRX and TRX 
domains of Grx3 and Grx4 interacted positively with Aftl, exhibiting similar levels of P-
galactosidase activity, with no specification with respect to the interactions (between these 
polypeptides) as a function of iron availability. Although the nature of the difference 
between these respective observations is unclear, it is possible that the composition and 
length of the GRX and TRX domains may be contributing factors that would explain the 
differences between the results reported here and the others (38). In this context, the GRX 
domains of S. cerevisiae Grx3 (residues 197-285) and Grx4 (residues 160-244) contain 88 
and 84 amino acid residues, respectively, whereas the GRX domain (residues 105-244) of 
S. pombe Grx4 harbors 139 amino acid residues. Similarly, the TRX domains of S. 
cerevisiae Grx3 (residues 1-136) and Grx4 (residues 1-98) are shorter than that one of S. 
pombe Grx4 (residues 2-142). Alternatively, the differences between the respective results 
of the two-hybrid studies may be due to the fact that Fepl (S. pombe) and Aftl (S. 
cerevisiae) do not share any significant amino acid sequence identity with each other (only 
15.2%). It is possible that these two proteins use distinct mechanisms or partners in their 
interactions with monothiol glutaredoxins. 
When iron is abundant, Fepl binds to DNA and forms a complex with Tupi 1 and probably 
Tupl2, and the complexes act as co-repressors to inhibit gene expression (51). We have 
previously shown that a minimal domain encompassing amino acid residues 405-541 of 
Fepl is necessary for interaction with Tup 11 (51). In the present study, deletion mapping 
experiments of the VP16-2Fepl564 fusion protein showed that the C-terminal amino acid 
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residues 405 to 501 are required for the interaction of Fepl with the Grx4 protein. This 
minimal C-terminal region failed to interact with Tupi 1 (data not shown). Interestingly, 
this minimal module contains leucine-proline dipeptide repeats that have been suggested to 
play a role in protein-protein interactions (33). One of these repeats, 414Leu-Pro-Pro-Ile-
Leu-Pro419, is also found in other iron responsive transcriptional repressors, including SreA 
from A. nidularts (8), SreA from A. fumigatus (43) and SreP from P. chrysogenum (7). 
Consistently, removal of amino acid residues 405 to 431 (in which the 414Leu-Pro-Pro-Ile-
Leu-Pro419 is located) abolished the association between the LexA-Grx4 and the VP 16-
432Fepl564 fusion proteins (Fig. 5). However, the precise contribution of the 414Leu-Pro-
Pro-Ile-Leu-Pro419 motif, or other residues located in the region encompassing amino acid 
residues 405-431 of Fepl, to the interaction between Fepl and Grx4 must await a fine 
mapping of this minimal region. The region on Grx4 that is required for interaction with 
amino acid residues 405 to 501 of Fepl is the TRX domain. This finding represents a 
novel function for this domain which is required for establishing a strong and iron-
independent association with Fepl. A recent study (39) has shown that the TRX domains 
of both Grx3 and Grx4 of S. cerevisiae participate in the regulation of the actin 
cytoskeleton. However, whether their contribution to the repolarization of the actin 
cytoskeleton involves protein-protein interactions has not yet been ascertained. The TRX 
domain has also been proposed to be required for the targeting of the monothiol 
glutaredoxin Grx3 to the nucleus in S. cerevisiae (30). When the TRX and GRX domains 
of S. pombe Grx4 were separately tagged with GFP, cells expressing the TRX-GFP allele 
exhibited a pari-cellular fluorescence signal, with a large proportion being located to the 
nucleus (Fig. 9A). On the other hand, analysis by fluorescence microscopy showed that 
cells harboring the GRX domain fused to GFP appeared to have significantly less nuclear 
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accumulation of fluorescence as compared to that of the TRX-GFP fusion protein. 
However, presumably due to its small size (~42 kDa), the GRX-GFP still diffused across 
the nuclear envelope since its expression was sufficient to cause a slight derepression of the 
fiol+ gene when the cells were grown under low iron conditions (Fig. 8). As previously 
reported (30), our results also suggested that the TRX domain may significantly contribute 
to monothiol glutaredoxin Grx4 nuclear localization. 
A second iron-responsive factor, denoted Php4, is critical for repressing the expression of 
the genes encoding iron-using proteins when iron levels are low in S. pombe (27, 28). Php4 
is a subunit of the CCAAT-binding protein complex. In response to iron deficiency, Php4 
is synthesized and interacts with the Php2/Php3/Php5 heterotrimer to mediate gene 
repression. When iron levels are high, Php4 is inhibited. grx4A mutant cells show a 
marked decrease in the transcription of the genes encoding iron-using proteins as a result of 
the presence of the constitutively active Php4. Under iron-replete conditions, Grx4 exerts 
an iron-dependent inhibitory effect on Php4 function, leading to Php4 inactivation. Grx4-
mediated inactivation of Php4 involves an association between Grx4 ahd the C-terminal 
region of Php4 that encompasses amino acid residues 152 to 254 (26). Although, the iron-
dependent mechanism by which Grx4 inactivates Php4 function remains unclear, we 
determined that in cells undergoing a transition from low to high iron, Php4 (presumably 
with its partners) is exported from the nucleus to the cytoplasm by the exportin Crml. 
Based on our studies, S. pombe represents an interesting model with which to investigate 
the iron-mediated signaling to iron regulators as the monothiol glutaredoxin Grx4 serves as 
a regulatory binding partner for both Fepl and Php4 under conditions of low and high 
concentrations of iron, respectively. 
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The results show that Grx4 is required for the inhibition of Fepl function in response to 
iron deficiency. How might this occur? Using co-immunoprecipitation experiments and 
two-hybrid analyses, we showed that Grx4 interacts with the C-terminal portion of Fepl via 
its TRX domain. The association between the TRX domain and Fepl was very strong and 
unmodified by cellular iron status. Under conditions of iron starvation, the GRX domain of 
Grx4 associated with Fepl through its N-terminus. This association between Grx4 and 
Fepl would induce an inhibitory conformational change that inactivates the Fepl DNA 
binding domain, blocking its interaction with chromatin and subsequently preventing its 
repressive effect on target gene expression. Conversely, under conditions of iron excess, 
the GRX domain dissociates from the N-terminal portion of Fepl, resulting in the ability of 
Fepl to bind to chromatin and thereby repressing the transcription of the target genes. 
Given the fact that it has been shown that Fepl and monothiol glutaredoxin can form 
homodimers (13, 24, 36), one could propose that, under iron-limiting conditions, a dimer of 
Fepl may associate with two GRX domains of Grx4, generating two Fepl molecules clasps 
with two Grx4 molecules. In contrast, under iron-replete conditions, the two GRX domains 
of Grx4 would coordinate by themselves an iron-sulfur cluster, instigating conformational 
changes that would make the N terminus of Fepl free and available for high-affinity DNA 
binding. Clearly, further studies will be needed to understand the reason why iron 
starvation-dependent inactivation of Fepl function requires a monothiol glutaredoxin, a 
molecular determinant which is usually known to inactivate metalloregulators in response 
to high iron levels, not under low iron supply conditions. 
155 
Acknowledgments 
We are grateful to Gilles Dupuis and William Home for critically reading the manuscript 
and for their valuable comments. We thank Jude Beaudoin for help with preliminary 
experiments and stimulating discussions. We are thankful to Richard Rachubinski for the 
pmRFP-SKL plasmid encoding the red fluorescent protein. M.J. and A.M. were recipients 
of studentships from the Fonds Québécois de la Recherche sur la Nature et les 
Technologies (FQRNT) and the Fonds de la Recherche en Santé du Québec (FRSQ), 
respectively. This work was supported by the Natural Sciences and Engineering Research 
Council of Canada Grant MOP-238238-2010 to S.L. S.L. is supported by a Senior 
scholarship from the Fonds de la Recherche en Santé du Québec (FRSQ). 
156 
References 
1. Beaudoin, J., J. Laliberté, and S. Labbé. 2006. Functional dissection of Ctr4 and Ctr5 
amino-terminal regions reveals motifs with redundant roles in copper transport. 
Microbiology 152:209-222. 
2. Chao, L. Y., M. A. Marietta, and J. Rine. 2008. Srel, an iron-modulated GATA DNA-
binding protein of iron-uptake genes in the fungal pathogen Histoplasma capsulatum. 
Biochemistry 47:7274-7283. 
3. Chen, D., W. M. Toone, J. Mata, R. Lyne, G. Burns, K. Kivinen, A. Brazma, N. Jones, 
and J. Bahler. 2003. Global transcriptional responses of fission yeàst to environmental 
stress. Mol. Biol. Cell. 14:214-229. 
4. Chen, O. S., R. J. Crisp, M. Valachovic, M. Bard, D. R. Winge, and J. Kaplan. 2004. 
Transcription of the yeast iron regulon does not respond directly to iron but rather to 
iron-sulfur cluster biosynthesis. J. Biol. Chem. 279:29513-29518. 
5. Chung, W. H., K. D. Kim, Y. J. Cho, and J. H. Roe. 2004. Differential expression and 
role of two dithiol glutaredoxins Grxl and Grx2 in Schizosaccharomyces pombe. 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 321:922-929. 
6. Chung, W. H., K. D. Kim, and J. H. Roe. 2005. Localization and function of three 
monothiol glutaredoxins in Schizosaccharomyces pombe. Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 330:604-610. 
7. Haas, H., K. Angermayr, and G. Stoffler. 1997. Molecular analysis of a Pénicillium 
chrysogenum GATA factor encoding gene (sreP) exhibiting significant homology to the 
Ustilago maydis urbsl gene. Gene. 184:33-37. 
8. Haas, H., I. Zadra, G. Stoffler, and K. Angermayr. 1999. The Aspergillus nidulans 
GATA factor SREA is involved in regulation of siderophore biosynthesis and control of 
iron uptake. J. Biol. Chem. 274:4613-4619. 
9. Halliwell, B., and J. M. Gutteridge. 1992. Biologically relevant metal ion-dependent 
hydroxyl radical generation. FEBS Lett. 307:108-112. 
10. Hentze, M. W., M. U. Muckènthaler, B. Galy, and C. Camaschella. 2010. Two to tango: 
157 
regulation of mammalian iron metabolism. Cell. 142:24-38. 
11. Herrero, E., and M. A. de la Torre-Ruiz. 2007. Monothiol glutaredoxins: a common 
domain for multiple functions. Cell Mol. Life Sci. 64:1518-1530. 
12. Ho, S. N., H. D. Hunt, R. M. Horton, J. K. Pullen, and L. R. Pease. 1989. Site-directed 
mutagenesis by overlap extension using the polymerase chain reaction. Gene. 77:51-
59. 
13. Iwema, T., A. Picciocehi, D. A. Traore, J. L. Ferrer, F. Chauvat, and L. Jacquamet. 
2009. Structural basis for delivery of the intact [Fe2S2] cluster by monothiol 
glutaredoxin. Biochemistry. 48:6041-6043., 
14. Jbel, M., A. Mercier, B. Pelletier, J. Beaudoin, and S. Labbé. 2009. Iron activates in 
vivo DNA binding of Schizosaccharomyces pombe transcription factor Fepl through its 
amino-terminal region. Eukaryot. Cell. 8:649-664. 
15. Kaplan, C. D., and J. Kaplan. 2009. Iron Acquisition and transcriptional regulation. 
Chem. Rev. 109:4536-4552. 
16. Keeney, J. B., and J, D. Boeke. 1994. Efficient targeted integration at leul-32 and 
ura4-294 in Schizosaccharomyces pombe. Genetics. 136:849-856. 
17. Kim, H. G., B. C. Kim, E. H. Park, and C. J. Lim. 2005. Stress-dependent regulation of 
a monothiol glutaredoxin gene from Schizosaccharomyces pombe. Can. J. Microbiol. 
51:613-620. 
18. Kim, J., and J. P. Hirsch. 1998. A nucleolar protein that affects mating efficiency in 
Sdccharomyces cerevisiae by altering the morphological response to pheromone. 
Genetics. 149:795-805. 
19. Komarnitsky, P., E. J. Cho, and S. Buratowski. 2000. Different phosphorylated forms 
of RNA polymerase II and associated mRNA processing factors during transcription. 
Genes Dev. 14:2452-2460. 
20. Kumanovics, A., O. S. Chen, L. Li, D. Bagley, E. M. Adkins, H. Lin, N. N. Dingra, C. 
E. Outten, G. Keller, D. Winge, D. M. Ward, and J. Kaplan. 2008. Identification of 
FRA1 and FRA2 as genes involved in regulating the yeast iron regulon in response to 
158 
decreased mitochondrial iron-sulfur cluster synthesis. J. Biol. Chem. 283:10276-10286. 
21. Labbé, S., B. Pelletier, and A. Mercier. 2007. Iron homeostasis in the fission yeast 
Schizosaccharomyces pombe. Biometals. 20:523-537. 
22. Labbé, S., Z. Zhu, and D. J. Thiele. 1997. Copper-specific transcriptional repression of 
yeast genes encoding critical components in the copper transport pathway. J. Biol. 
Chem. 272:15951-15958. 
23. Li, H., D. T. Mapolelo, N. N. Dingra, G. Keller, P. J. Riggs-Gelasco, D. R. Winge, M. 
K. Johnson, and C. E. Outten. 2011. Histidine 103 in Fra2 is an iron-sulfur cluster 
ligand in the [2Fe-2S] Fra2-Grx3 complex and is required for in vivo iron signaling in 
yeast. J. Biol. Chem. 286:867-876. 
24. Li, H., D. T. Mapolelo, N. N. Dingra, S. G. Naik, N. S. Lees, B. M. Hoffman, P. J. 
Riggs-Gelasco, B. H. Huynh, M. K. Johnson, and C. E. Outten. 2009. The yeast iron 
regulatory proteins Grx3/4 and Fra2 form heterodimeric complexes containing a [2Fe-
2S] cluster with cysteinyl and histidyl ligation. Biochemistry. 48:9569-9581. 
25. McNabb, D. S., K- A. Tseng, and L. Guarente. 1997. The Saccharomyces cerevisiae 
Hap5p homolog from fission yeast reveals two conserved domains that are essential for 
assembly of heterotetrameric CCAAT-binding factor. Mol. Cell. Biol. 17:7008-7018. 
26. Mercier, A., and S. Labbé. 2009. Both Php4 function and subcellular localization are 
regulated by iron via a multistep mechanism involving the glutaredoxin Grx4 and the 
exportin Crml. J. Biol. Chem. 284:20249-20262. 
27. Mercier, A., B. Pelletier, and S. Labbé. 2006. A transcription factor cascade involving 
Fepl and the CCAAT-binding factor Php4 regulates gene expression in response to 
iron deficiency in the fission yeast Schizosaccharomyces pombe. Eukaryot. Cell. 
5:1866-1881. 
28. Mercier, A., S. Watt, J. Bahler, and S. Labbé. 2008. Key function for the CCAAT-
binding factor Php4 to regulate gene expression in response to iron deficiency in 
fission yeast. Eukaryot. Cell. 7:493-508. 
29. Miller, J. H. 1972. Experiments in Molecular Genetics, pp. 352-355. Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New-York. 
159 
30. Molina, M. M., G. Belli, M. A. de la Torre, M. T. Rodriguez-Manzaneque, and E. 
Herrero. 2004. Nuclear monothiol glutaredoxins of Saccharomyces cerevisiae can 
fonction as mitochondrial glutaredoxins. J. Biol. Chem. 279:51923-51930. 
31. Muhlenhoff, U., S. Molik, J. R. Godoy, M. A. Uzarska, N. Richter, A. Seubert, Y. 
Zhang, J. Stubbe, F. Pierrel, E. Herrero, C. H. Lillig, and R. Lill. 2010. Cytosolic 
monothiol glutaredoxins fonction in intracellular iron sensing and trafficking via their 
bound iron-sulfor cluster. Cell. Metab. 12:373-385. 
32. Ojeda, L., G. Keller, U. Muhlenhoff, J. C. Rutherford, R. Lill, and D. R. Winge. 2006. 
Role of glutaredoxin-3 and glutaredoxin-4 in the iron regulation of the Aftl 
transcriptional activator in Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem. 281:17661-
17669. 
33. Ostling, J., M. Carlberg, and H. Ronne. 1996. Functional domains in the Migl 
repressor. Mol. Cell. Biol. 16:753-761. 
34. Pelletier, B., J. Beaudoin, Y. Mukai, and S. Labbé. 2002. Fepl, an iron sensor 
regulating iron transporter gene expression in Schizosaccharomyces pombe. J. Biol. 
Chem. 277:22950-22958. 
35. Pelletier, B., J. Beaudoin, C. C. Philpott, and S. Labbé. 2003. Fepl represses 
expression of the fission yeast Schizosaccharomyces pombe siderophore-iron transport 
system. Nucleic Acids Res. 31:4332-4344. 
36. Pelletier, B., A. Trott, K. A. Morano, and S. Labbé. 2005. Functional characterization 
of the iron-regulatory transcription factor Fepl from Schizosaccharomyces pombe. J. 
Biol. Chem. 280:25146-25161. 
37. Pouliot, B., M. Jbel, A. Mercier, and S. Labbé. 2010. abc3+ encodes an iron-regulated 
vacuolar ABC-type transporter in Schizosaccharomyces pombe. Eukaryot. Cell. 9:59-
73. 
38. Pujol-Carrion, N., G. Belli, E. Herrero, A. Nogues, and M. A. de la Torre-Ruiz. 2006. 
Glutaredoxins Grx3 and Grx4 regulate nuclear localisation of Aftl and the oxidative 
stress response in Saccharomyces cerevisiae. J. Cell. Sci. 119:4554-4564. 
39. Pujol-Carrion, N., and M. A. de la Torre-Ruiz. 2010. Glutaredoxins Grx4 and Grx3 of 
160 
Saccharomyces cerevisiae play a role in actin dynamics through their Trx domains, 
which contributes to oxidative stress resistance. Appl. Environ. Microbiol. 76:7826-
7835. 
40. Rodriguez-Manzaneque, M. T., J. Tamarit, G. Belli, J. Ros, and E. Herrero. 2002. Grx5 
is a mitochondrial glutaredoxin required for the activity of iron/sulfur enzymes. Mol. 
Biol. Cell. 13:1109-1121. 
41. Rouhier, N., J. Couturier, M. K. Johnson, and. J. P. Jacquot. 2010. Glutaredoxins: roles 
in iron homeostasis. Trends Biochem. Sci. 35:43-52. 
42. Rutherford, J. C., L. Ojeda, J. Balk, U. Muhlenhoff, R. Lill, and D. R. Winge. 2005. 
Activation of the iron regulon by the yeast Aftl/Aft2 transcription factors depends on 
mitochondrial but not cytosolic iron-sulfur protein biogenesis. J. Biol. Chem. 
280:10135-10140. 
43. Schrettl, M., H. S. Kim, M. Eisendle, C. Kragl, W. C. Nierman, T. Heinekamp, E. R. 
Werner, I. Jacobsen, P. Illmer, H. Yi, A. A. Brakhage, and H. Haas. 2008. SreA-
mediated iron regulation in Aspergillus fumigatus. Mol. Microbiol. 70:27-43. 
44. Shakoury-Elizeh, M., O. Prbtchenko, A. Berger, J. Cox, K. Gable, T. M. Dunn, W. A. 
Prinz, M. Bard, and C. C. Philpott. 2010. Metabolic response to iron deficiency in 
Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem. 285:14823-14833. 
45. Ueta, R., N. Fujiwara, K. Iwai, and Y. Yamaguchi-Iwai. 2007. Mechanism underlying 
the iron-dependent nuclear export of the iron-responsive transcription factor Aftl p in 
Saccharomyces cerevisiae. Mol. Biol. Cell. 18:2980-2990. 
46. Ueta, R, A. Fukunaka, and Y. Yamaguchi-Iwai. 2003. Pselp mediates the nuclear 
import of the iron-responsive transcription factor Aftlp in Saccharomyces cerevisiae. J. 
Biol. Chem. 278:50120-50127. 
47. Vojtek, A. B., J. A. Cooper, and S. M. Hollenberg. 1997. The yeast two-hybrid system: 
a practical approach, pp. 29-42. Bartel, P. and Field, S. eds. Oxford University Press, 
New-York. 
48. Yamaguchi-Iwai, Y., A. Dancis, and R. D. Klausner. 1995. AFT1 : a mediator of iron 
regulated transcriptional control in Saccharomyces cerevisiae. EMBO J. 14:1231-1239. 
161 
49. Yamaguchi-Iwai, Y., R. Stearman, A. Dancis, and R. D. Klausner. 1996. Iron-regulated 
DNA binding by the AFT1 protein controls the iron regulon in yeast. EMBO J. 
15:3377-3384. 
50. Yamaguchi-Iwai, Y., R. Ueta, A. Fukunaka, and R. Sasaki. 2002. Subcellular 
localization of Afll transcription factor responds to iron status in Saccharomyces 
cerevisiae. J. Biol. Chem. 277:18914-18918. 
51: Znaidi, S., B. Pelletier, Y. Mukai, and S. Labbé. 2004. The Schizosaccharomyces 
pombe corepressor Tupi 1 interacts with the iron-responsive transcription factor Fepl. 
J. BioL Chem. 279:9462-9474. 
162 
Footnotes 
1 The abbreviations used are: AD, activation domain; bp, base pair(s); DBD, DNA-binding 
domain; Dip, 2, 2'-dipyridyl; EMM, Edinburgh minimal medium; Fepl, Fe protein 1; GFP, 
green fluorescent protein; Grx, glutaredoxin; ORF, open reading frame; PCNA, 
Proliferating cell nuclear antigen; PCR, polymerase chain reaction; PGK, 3-
Phosphoglycerate kinase; RFP, red fluorescent protein; TAP, tandem affinity purification; 
Trx, thioredoxin; WT, wild-type; YES, yeast extract plus supplements; ZF1, N-terminal 
zinc finger; ZF2, C-terminal zinc finger. 
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MANUSCRIT #3: 
Expression of Candida albicans Sful in fission yeast complements the loss of the iron-
regulatory transcription factor Fepl and requires the Tup corepressors. 
Benoit Pelletier, Alexandre Mercier, Mathieu Durand, Chardeen Peter, Mehdi Jbel, Jude 
Beaudoin, and Simon Labbé* 
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Résumé 
La levure opportuniste pathogène Candida albicans contient un gène qui code pour un 
membre putatif de la famille protéique des facteurs GATA régulant le satut en fer. Cette 
protéine, dénommée suppresseur de l'absorption ferrique (Sful), possède deux domaines à 
doigts de zinc de type Cys2/Cys2 séparés par une région conservée riche en Cys. Chez 
Schizosaccharomyces pombe, Fepl, le facteur de transcription de type GATA, réprime 
l'expression des gènes cibles lorsque les niveaux de fer dépassent ceux requis par la cellule. 
Afin de vérifier la similarité fonctionnelle entre Sful et Fepl, Sful de C. albicans a été 
exprimé dans des cellules de £ pombe manquant le gène endogène fepl*. Nous avons 
déterminé que Sful est capable de supprimer les phénotypes reliés au fer des cellules 
mutantes fepl A. En utilisant un allèle de fusion fonctionnel SFU1-GFP, la protéine Sful a été 
localisée au noyau dans les deux conditions d'excès et de carence de fer. Sful a régulé 
efficacement l'expression des gènes codant pour les composants des systèmes du transport de 
fer réducteur et non réducteur. Par ailleurs, la régulation fer-dépendante médiée par Sful a été 
G ATA-dépendante. Les 250 acides aminés du segment N-terminal de Sful lorsque exprimés et 
purifiés à partir d'Escherichia coli s'associent spécifiquement à la séquence hexanucléotide 
AGATAA de façon fer-dépendante. D'autre part, l'expression de la version pleine longueur de 
Sful de C. albicans dans des cellules triple mutantes fepl A tupi là tupi 2A de S. pombe ne 
permet pas de réprimer l'expression des gènes cibles dans des conditions de concentrations 
élevées en fer. En utilisant une analyse par double hybride, nous avons démontré que Tup 11 et 
Tup 12 interagissent physiquement avec Sful. Ainsi, nos résultats révèlent une remarquable 
conservation fonctionnelle entre Sful de C. albicans et Fepl de S. pombe dans leur capacité à 
détecter l'excès de fer et de répondre en réprimant la transcription des gènes cibles. 
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Abstract 
The opportunistic pathogenic yeast Candida albicans contains a gene which encodes a 
putative member of the iron-regulatory GATA factor protein family. This protein, referred 
to as Suppressor of Ferric Uptake (Sful), has two Cys2/Cys2-type zinc finger domains 
separated by a conserved Cys-rich region. In Schizosaccharomyces pombe, the GATA-type 
transcription factor Fepl represses target gene expression when iron levels exceed those 
needed by the cell. To ascertain the functional similarity between Sful and Fepl, the C. 
albicans Sful was expressed in S. pombe cells lacking the endogenous fepl+ gene. We 
determined that Sful is capable of suppressing iron-related phenotypes of fepl A mutant 
cells. Using a functional SFUJ-GFP fusion allele, the Sful protein was localized to the 
nucleus under both iron-repleté and iron-starved conditions. Sful effectively regulated the 
expression of genes encoding components of the reductive and non-reductive iron transport 
systems. Furthermore, the iron-responsive regulation mediated by Sful was GATA-
dependent. The N-terminal 250 amino acid segment of Sful expressed in and purified from 
Escherichia coli specifically associated with the hexanucleotide sequence AGATAA in an 
iron-dependent manner. On the other hand, expression of the full length C. albicans Sful 
in S. pombe fepl A tup 11A tupl2A triple mutant cells failed to repress target gene 
expression under conditions of high iron concentration. Using two-hybrid analysis, we 
demonstrate that Tupll and Tupl2 physically interact with Sful. Taken together, these 
results reveal a remarkable fiinctional conservation between Sful from C. albicans and 




Iron is an essential element for most organisms (Kaplan et al, 2006; Massé & Arguin, 
2005). This is mainly due to its ability to donate and accept electrons, making iron an 
indispensable co-factor for many enzymes (Hentze et al., 2004). Intracellular iron levels, 
however, must be tightly regulated as elevated concentrations are responsible for cellular 
damage due to its ability to produce hydroxyl radicals from hydrogen peroxide (Halliwell 
& Gutteridge, 1992). Hydroxyl radicals are extremely reactive causing lipid peroxidation, 
DNA strand breaks, and alteration of other biomolecules (Kelly et al., 1998). For this 
reason, most of the iron present in living organisms is tightly sequestered or complexed 
with proteins. In vertebrates, the availability of free iron is maintained at extremely low 
levels by specialized iron-binding proteins such as the extracellular transferrin and the 
intracellular ferritin which retain iron in a safe and unreactive form (Schaible & Kaufmann, 
2004). Consequently, microorganisms that inhabit hosts have developed systems to 
efficiently capture iron and regulate its acquisition (Doring et al., 1988; Kosman, 2003; 
Philpott, 2006; Skaar et al, 2004; Thompson et al, 1999). 
Candida albicans is a fungal commensal organism that inhabits the mucosal linings of most 
warm-blooded animals. However, if the homeostasis of the normal host flora is disrupted 
or the immune defenses are compromised, C. albicans can invade mucosal surfaces and 
cause disease manifestation (Nobile & Mitchell, 2006). In response to environmental 
stimuli, C. albicans can adopt different morphological forms (Whiteway & Oberholzer, 
2004). It can switch between blastomycete (yeast form), pseudohyphal, and hyphal forms. 
To grow and colonize, C. albicans must be able to efficiently acquire thé iron as a nutrient 
(Prasad et al., 2006; Ramanan & Wang, 2000; Weissman & Kornitzer, 2004). Although 
the precise mechanism of iron transport into C. albicans has yet to be firmly established, 
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the availability of the complete sequence of the C. albicans genome and the ability to 
functionally complement Saccharomyces cerevisiae mutants with C. albicans genes have 
begun to shed light on the proteins involved in this process. Currently, four different 
strategies for iron uptake have been described for G albicans. First, although C. albicans 
lacks the ability to synthesize and secrete siderophores, it can assimilate the hydroxamate-
type siderophore ferrichrome-iron complex when released into the environment by other 
microorganisms. The assimilation of ferrichrome-bound iron occurs through the 
siderophore transporter CaArnl (also denoted CaSitl) (Ardon et al., 2001; Heymann et al., 
2002; Hu et al., 2002; Lesuisse et al, 2002). Second, G albicans can utilize extracellular 
hemin as an iron source through a family of plasma membrane anchored proteins that have 
been identified as heme-binding receptors involved in hemin and hemoprotein acquisition 
(Santos et al, 2003; Weissman & Kornitzer, 2004). Third, a Fe3+ reductase activity 
mediated by the CaFrel (also denoted Cfll) and CaFrelO (also named Rbt2 and Cfl95) 
proteins is present in C. albicans (Hammacott et al, 2000; Knight et al, 2002). Once 
reduced, Fe2+ is taken up by a putative oxidase-permease complex formed by a multicopper 
oxidase and a permease. C. albicans has five genes encoding putative proteins with high 
similarity to multicopper oxidases, including CaFET3 and CaFET99 (Eck et al, 1999; 
Knight et al, 2002). Although the identity of the multicopper oxidase that is responsible 
for the oxidation of Fe2+ to Fe3+ at the cell surface is still unknown, a requirement of the 
multicopper oxidase activity for Fe2+ transport has been demonstrated (Knight et al., 2002). 
The existence of high-affinity iron transport via a multicopper ferroxidase requires an iron 
permease. Two candidate proteins have been identified, CaFtrl and CaFtr2 (Ramanan & 
Wang, 2000). Both G albicans proteins are closely related to the high-affinity iron 
permease Ftrl from S. cerevisiae (Stearman et al., 1996). Transcription of the CaFTRl 
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gene is induced upon growth under conditions of iron deficiency, while the CaFTR2 
mRNA is only induced in the presence of elevated iron levels (Knight et al., 2002; 
Ramanan & Wang, 2000). Consistently, experiments revealed that only CaFtrl, but not 
CaFtr2, can mediate high-affinity ferrous transport (Ramanan & Wang, 2000). Fourth, it 
has been demonstrated that iron-loaded transferrin can be used as an iron source by 
Candida albicans (Knight et al., 2005). 
A number of studies have demonstrated that C. albicans has the capacity to respond to 
changing environmental iron levels (Ardon et al., 2001; Knight et al., 2002; Ramanan & 
Wang, 2000). Microarray analysis confirmed that several C. albicans genes annotated as 
being involved in iron acquisition are induced in response to iron deficiency. In contrast, 
these genes are repressed under iron-replete conditions (Lan et al., 2004). Interestingly, a 
gene, denoted SFU1, which encodes a GATA-type transcription factor is essential for 
down-regulation of the iron transport genes (Lan et al., 2004). Studies have previously 
shown that in other fungi such as Ustilago maydis, Neurospora crassa, Aspergillus 
nidulans, and Schizosaccharomyces pombe* iron-responsive genes are negatively regulated 
by a GATA-type transcriptional repressor, denoted Urbsl, Sre, SreA, and Fepl, 
respectively (An et al., 1997a; An et al, 1997b; Haas et al, 1999; Haas, 2003; Harrison & 
Marzluf, 2002; Pelletier et al, 2002; Zhou et al, 1998). Like these transcriptional 
repressors, Sful is characterized by the presence of a region, which contains two consensus 
Cys2/Cys2-type zinc fingers and a highly conserved amino acid sequence with four Cys 
residues located between the two zinc fingers (Lan et al, 2004). In C. albicans, a Tupl-
like co-repressor was shown to have a role in iron-dependent down-regulation of genes 
involved in iron acquisition (Braun et al., 2000; Knight et al, 2002; Murad et al, 2001). 
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In S. pombe, the transcriptional regulation of genes encoding components of the reductive 
(e.g. Frpl, Fiol, and Fipl) and non-reductive (e.g. Strl, Str2, and Str3) iron transport 
systems is controlled primarily by Fepl (Pelletier et al., 2002; Pelletier et al, 2003). When 
cells are grown under elevated iron concentrations, Fepl represses iron uptake genes. 
Conversely, under conditions of iron starvation, frpl*, fiol*, fipl*, strl+, str2+, and str3+ 
mRNA levels are derepressed. Binding studies demonstrate that the N-terminal 241 amino 
acids region of Fepl produced in and purified from bacteria specifically interacts with the 
5'-(A/T)GATAA-3' sequence in an iron-dependent manner (Pelletier et al, 2002). 
Consistent with a role for Fepl in repressing the expression of the iron transport genes, two 
genes, tup 11* and tupl2+, known to encode general transcriptional co-repressors, have 
been identified to play an important role with Fepl in down-regulation of fiol* and fipl* 
genes (Pelletier et al., 2002). Genetic analyses of the loci encoding Tup 11 and Tup 12 
revealed that they both act as negative regulators of fiol* gene in a redundant manner 
(Pelletier et al, 2002). In a tup 11A tup 12A. double mutant, fiol* gene is highly expressed 
and unresponsive to repression by iron. Disruption of either tupll* or tupl2* alone is not 
sufficient to annihilate the iron-dependent repression of fiol* (Pelletier et al., 2002). 
Furthermore, it is also known that S. pombe Tupi 1 and Fepl physically interact with each 
other (Znaidi et al., 2004). 
In order to begin to characterize the mode of action of Sful, and to explore the degree of 
functional conservation between different members of the GATA factor protein family, 
Sful was expressed in S. pombe fepl A null cells. Expression of SFU1 functionally 
complements the defect in viability when fepl A cells are treated with phleomycin. In 
addition, expression of SFU1 allele in fepl A cells re-established ferrireductase activity 
similar to that in the wild-type fepl* strain. We determined that a functional Sful-GFP 
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fusion protein localizes to the S. pombe nucleus. Furthermore, its nuclear localization 
remains unchanged in response to variations in iron levels. Experiments revealed that a 
fiinctional Sful, expressed in fission yeast, can repress the expression of genes encoding 
components of the reductive and non-reductive iron transport systems. We found that the 
conserved cw-acting element with the sequence 5'-(A/T)GATAA-3' is required for iron-
mediated repression by Sful. Furthermore, we showed that mutations in the co-repressors 
tup 11* and tup 12* result in loss of transcriptional repression by Sful. Using two-hybrid 
analysis, we demonstrated that both Tupi 1 and Tupl2 interact with Sful. Taken together, 
these results demonstrate that Sful operates in the same manner as Fepl when 
heterologously expressed in S. pombe. 
Materials and methods 
Yeast strains and media. The S. pombe strains used in this study were all isogenic 
derivatives of FY435 (h* his7-366 leul-32 ura4-A18 ade6-M210) (Bezanilla et al, 1997) 
and included BPY10 (h* his7-366 leul-32 ura4-A18 ade6-M210 feplA::ura4*) (Pelletier et 
al, 2002), AMY1 (h* his7-366 leul-32 ura4-A18 ade6-M210 feplA::KAN"), and AMY12 
(h+ his7-366 leul-32 ura4-A18 ade6-M210 feplA::loxP tupllAr.loxP tupl2A::loxP). For 
the strain BP Y10, a functional ura4+ cassette was used to replace the complete fepl* ORF 
by the ura4+ gene, creating a fepl A mutant strain (Pelletier et al, 2002). Gene disruptions 
that render the fepl*, tupll*, and tupl2* genes non-functional in strains AMY1 and 
AMY12 were obtained by replacing these coding regions with a loxP-KANMX2-loxP 
cassette through homologous recombination as described previously (Iwaki & Takegawa, 
2004). Fission yeast strains were grown at 30°C in yeast extract plus supplements (YES) 
medium, Edinburgh minimal medium (EMM), or 5-fluoroorotic acid (5-FOA) medium. 
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These media were prepared as previously described (Alfa et al., 1993), and supplemented 
with 10 (ig/ml phleomycin as needed. To detect the enhanced reductase activity associated 
with the inactivation of the fepl+ allele {feplA), a plate assay was used as described 
previously (Pelletier et al., 2002), except that the TTC-containing overlay was poured on 
fresh colonies grown on YES plates, which contained 50 pM FeCU. 
Plasmid constructions. The S, pombe cufl+ promoter up to -111 from the start codon of 
the cufl+ gene was isolated by PCR and then inserted into the pJK148 vector (Keeney & 
Boeke, 1994) at the SacII and BamHI sites. The resulting plasmid was denoted pJK-
737cw/7+prom. The full-length coding region of SFU1 was isolated by PCR using primers 
that corresponded to the initiator and stop codons of the ORF from C, albicans strain 
SC5314 genomic DNA. Because the primers contained BamHI and Smal restriction sites, 
the purified DNA fragment was digested with these restriction enzymes and cloned into the 
corresponding sites of pJK-737cw/7+prom. The resulting plasmid was named pSKSFUl. 
We ensured that the SFU1 gene was under the control of the constitutive cufl* promoter, 
once integrated in the fission yeast genome. The GFP coding sequence derived from pSF-
GP1 (Kim & Hirsch, 1998) was isolated by PCR using primers designed to generate Smal 
and Asp718 sites at the 5' and 3' termini of the GFP gene, respectively. The resulting 
DNA fragment was used to clone the GFP gene into pSKSFt/l plasmid, in which Smal and 
Asp718 restriction sites were previously engineered by PCR and placed immediately before 
the stop codon. This pJKSFUl derivative was denoted pJKSFUl-GFP. To create both the 
wild-type and mutant strl+-CYCl-lacZ fusions, we first obtained by PCR a DNA fragment 
(positions -1131 to -861) encompassing the 5'"870AGATAA"865-3' element of the S. pombe 
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strl+ regulatory region. Subsequently, a PCR-amplified fragment containing a mutant 
. version of the GATA element (5'--870CCTGTC"865-3' instead of 5'-"870AGATAA"865-3') was 
obtained by using a mutated 3' primer that contains nucleotide substitutions, which gave 
rise to mutations. Both types of fragments were inserted into pCF83 (Labbé et al., 1999) 
using Smal and Xhol sites. 
RNA isolation and analysis. Total RNA was extracted by the hot phenol method as 
described previously (Kohrer & Domdey, 1991). RNase protection assays were carried out 
as described previously (Pelletier et al., 2002). Plasmids pSKfiol+ (Pelletier et ai, 2002), 
pSKytrl+ (Pelletier et al., 2003), pKSlacZ (Labbé et al., 1997), and pSKactl* (Labbé et al., 
1999) were used to produce antisense RNA probes, allowing the detection of steady-state 
levels offiol*, strl+, lacZ, and actl* mRNAs, respectively. Plasmid pSKfepl+ was created 
by inserting a 190-bp BamHI-EcoRI fragment from the fepl+ gene into the same sites of 
pBluescript SK (Stratagene, La Jolla, CA). The antisense RNA hybridizes to the region 
between +7 and +197 downstream from the initiator codon of fepl*. Plasmid pSYLSFUl 
was constructed by ligating a 196-bp BamHI-Hindlll fragment from the SFU1 gene into the 
BamHI-Hindlll sites of pBluescript SK. This fragment corresponds to the region between 
+3 and +199 down to the first base of the translational start codon of SFU1. 
Fluorescence microscopy. For localization of Sful, fepl à mutant cells expressing SFU1-
GFP or GFP alone were grown in YES medium to Am of ~1.0. After incubation in the 
presence of the iron chelator BPS (100 |J.M) or FeCb (100 ^M) for 90 min, 4', 6'-
diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma; D-8417) was added to 1 ml of each cell culture to 
a final concentration of 5 fig/ml for DNA staining. Cells were washed with YES medium, 
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mixed with 1% low melting agarose, and mounted onto glass multitest slides (MP 
Biomedicals, Aurora, OH) and cover slips (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA). The samples 
were subjected to microscopy analysis, using a magnification of XI000 with the following 
filters: 465-495 nm (GFP) and 340-380 nm (DAPI). Fluorescence and differential 
interference contrast images of the cells were obtained with a Nikon Eclipse E800 
epifluorescent microscope (Nikon, Melville, NY) equipped with a Hamamatsu ORCA-ER 
cooled charge-coupled device (CCD) camera (Hamamatsu, Bridgewater, NJ). The cell 
fields shown in this study are representative of experiments repeated at least five times. 
Yeast two-hybrid analysis. Saccharomyces cerevisiae strain L40 (.Mata his3A200 trpl-
901 leu2-3, 112 ade2 LYS2::(lexAop)4-HIS3 URA3::(lexAop)8-lacZ) (Vojtek et al., 1993) 
was used for two-hybrid analysis. To study the interaction of either Tupi 1 or Tupl2 with 
Sful, the full-length versions of tupll+ and tupl2+ ORFs were inserted downstream of and 
in-frame to the E. coli lexA gene as baits. Construction of plasmid pLexA-tupl 1* codons 
1-614 was described previously (Znaidi et al, 2004). The PCR amplification of the tup 12* 
gene was carried out using primers corresponding to the start and stop codons of the ORF 
from an S. pombe cDNA library (ATCC 87284, deposited by S. Elledge). To clone the 
PCR product into the pLexN-a vector (Vojtek et al., 1997), primers designed to generate 
EcoRI and BamHI restriction sites at the upstream and downstream termini of the tup 12* 
ORF were used. Then, the PCR product was digested with EcoRI and BamHI and cloned 
into the corresponding sites of pLexN-a. The prey plasmid pVP16-Sful was constructed 
by cloning a 1557-bp BamHI-NotI DNA fragment containing the full-length coding region 
of SFU1 into the same sites of pVP16 (Vojtek et al., 1997). Each L40 transformant strain 
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harboring the indicated bait and prey plasmids was tested for the association of the two 
fusion proteins by liquid p-galactosidase assays as described previously (Znaidi et al., 
2004). P-galactosidase activity was determined using early logarithmic phase cultures (A600 
of —0.5) of yeast cells transformed with the indicated plasmids. Four ml samples were 
withdrawn from the cultures and the cells were harvested, washed with sterile water, and 
resuspended in 700 fil of Z buffer (60 mM Na2HPC>4, 40 mM NaH2PC>4, pH 7.0, 10 riiM 
KC1, 1 mM MgSC>4, 50 mM p-mercaptoethanol). The cells were permeabilized by adding 
50 fil of chloroform and 50 p.1 of 0.1% SDS. After the cell suspension was vortex-mixed 
for 10 sec, 200 jol of 4 mg/ml o-nitrophenyl-P-D-galactopyranoside was added to each 
sample. Following a 10-minute incubation at 30°C, 350 j^l of 1M Na2CC>3 was added to 
stop the reactions. After clarification by centrifugation at 4°C, the A420 was measured 
within the linear response range and expressed in standard units (Miller, 1972). Values 
shown are the average of triplicate assays of three independent transformants. Expression 
of the LexA-Tupll, LexA-Tupl2, and VP16-Sful fusion proteins was verified by 
immunoblot analysis using the following antisera: polyclonal anti-LexA antibody (R990-
25; Invitrogen, Burlington, ON), and monoclonal anti-VP16 antibody 1-21 (Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA). A monoclonal anti-PGK antibody (Molecular Probes, 
Eugene, OR) was used to detect PGK protein as an internal control. 
Expression of recombinant proteins and DNA-binding assays. To analyze DNA-protein 
interactions, the maltose-binding protein (MBP) was fused to the N termini of Fepl and 
Sful proteins. To generate these fusions, each DNA coding region was obtained by PCR 
amplification from the template pJK-1478/ep/+ (Pelletier et al., 2005) and pJKSFUI, 
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respectively. The primers were designed to incorporate BamHI and PstI restriction sites on 
the 5' and 3' ends, respectively, along with introducing a stop codon after amino acid 
residue 241 for Fepl and 250 for Sful. Purified PCR fragments were digested with BamHI 
and PstI, and subsequently cloned into the corresponding sites in plasmid pMAL-c2x (New 
England BioLabs, Beverly, MA). Plasmid pMAL-fepl+, pMAL-SFUl, or pMAL-c2X was 
transformed into E. coli BL21(DE3). Fresh transformants of BL21(DE3) cells containing 
the plasmid pMAL-fepl*, pMAL-SFU1, or pMAL-c2X were grown to Aeoo of-0.5 in rich 
medium (1% bacto-tryptone, 0.5% yeast extract, 1% NaCl, and 0.2% glucose) containing 
100 jug of ampicillin per ml. At this growth point, cells were incubated in the presence of 
FeCh (100 |iM), or 2,2'-dipyridyl (250 |oM) with 0.2 mM isopropyl-P-D-
thiogalactopyranoside for 3 h at 25°C. The protein purification from E. coli BL21 (DE3) 
cells was carried out as described previously (Pelletier et al, 2002). Once purified, each 
recombinant protein was used for DNA binding analyses. Binding assays were carried out 
using 32P-end-labeled double-stranded DNA oligodeoxynucleotides that correspond to the 
strl+ upstream region (positions -888 to -847) within which lie a functional 5'-" 
870AGATAA"865-3' element (Pelletier et al., 2003). For competition experiments, two pairs 
of HPLC-purified oligodeoxynucleotides, strlwt-a (5'-




3') and strlmut-b (5'-
GTACT AGAGT G AAAAAT AAG A AGACGGC GAT GGT CGGC AGCGT CTC-3 ') 
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(underlined letters represent nucleotide substitutions that gave rise to mutations), were 
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annealed to form double-stranded DNA. Once annealed, wild-type (strlwt-a and strlwt-b) 
and mutant (strlmut-a and strlmut-b) oligomers were used to verify the specificity of Fepl 
and Sful binding to the 5'-AGATAA-3' site. Competitors were added together with the 
probe, and binding was conducted for 25 min at 25°C. All DNA-binding reactions were 
performed in lx DNA-binding buffer (12.5 mM HEPES-NaOH (pH 7.9), 75 mM NaCl, 4 
mM MgCl2,1 mM EDTA, 10% glycerol, 4 mM Tris-HCl (pH 7.9), 0.6 mM DTT, 1 (ig 
poly(dI-dC)2,10 jaM ZnS04, and 10 |aM FeCl3, unless otherwise stated) containing -280 
ng of each purified recombinant protein. The DNA-protein complexes were resolved by 
gel electrophoresis as described previously (Pelletier et al, 2002). The gels were 
subsequently fixed, dried, and the DNA-protein complexes were visualized by 
autoradiography and with a Phosphorlmager (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). 
Results 
C. albicans Sful suppresses iron-related phenotypes of fepl à cells. Protein data base 
searches from other fungi revealed that Fepl-like proteins are present in a number of 
species, including U. maydis (Voisard et al., 1993), N. crassa (Zhou et al, 1998), A. 
nidulans (Haas et al., 1999), Cryptococcus neoformans (Jung et al., 2006), and C. albicans 
(Lan et al, 2004). In this latter fungus, a genome-wide study determined that a putative 
Fepl ortholog, denoted Sful, is required to repress the expression of several genes when C. 
albicans cells are grown under conditions of excess iron (Lan et al, 2004). Notably, most 
of the primary structural similarity between Sful and Fepl resides within the N-terminal 
portion of the two proteins. As shown in Fig. 1, Sful and Fepl bear two putative 
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Cys2/Cys2-type zinc finger motifs (denoted ZF1 and ZF2) and a highly conserved 
intervening region that contains four invariant Cys residues (denoted Cys-rich). Precisely, 
the N-terminal 250 amino acids of Sful exhibits 36.8% sequence identity with the N-
terminal 241 amino acid residues of Fepl. Overall, the amino acid identity between Sful 
and Fepl is 26.8%. Based on this observation, we tested if Sful from C. albicans is a true 
ortholog of Fepl. 
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Fig. 1. Amino acid alignment of C. albicans Sful with S. pombe Fepl. The N-terminal 
regions of Sful and Fepl contain two GATA-type zinc finger motifs (ZF1 and ZF2) that 
are boxed. Between the two zinc finger motifs of Sful and Fepl, a conserved amino acid 
sequence (stippled box), denoted the Cys-rich region contains four conserved cysteine 
residues that are marked with asterisks. Arrowheads indicate the N-terminal regions of 
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Sful and Fepl that we expressed as fusion products with the maltose-binding protein in E. 
coli. 
To begin to characterize Sful function, the SFU1 gene from C. albicans was expressed in 
S. pombe cells harboring a deletion of the fepl+ gene. The SFU1 ORF was expressed under 
the control of the constitutive cufl* promoter and transformants were tested for growth on 
medium containing 10 ng/ml phleomycin (Fig. 2A). Phleomycin is an antibiotic that 
damages nucleic acids in the presence of iron when cells are grown aerobically (Fox et al., 
1987; Kross et al., 1982). Loss of the transcriptional repressor Fepl results in elevated 
expression of genes encoding components of the high-affinity iron uptake machinery 
(Pelletier et ai, 2002). Consistently, fepl A. cells exhibited increased sensitivity to the drug 
(Fig. 2A), presumably as a consequence of high levels of iron uptake activity. When 
expressed in fepl à cells and assayed on medium with phleomycin, the Sful or Sful-GFP 
protein allowed fepl A null cells to grow (Fig. 2 A). This functional complementation from 
SFU1 or SFU1-GFP expression allowed fepl A cells to grow in the presence of phleomycin 
in a manner similar to that of the wild-type cells or fepl IS. cells corrected by the restitution 
of a wild-type copy of the fepl+ gene (Fig. 2A). In fission yeast, loss of Fepl results in 
elevated cell surface metalloreductase activity, as a consequence of lack of transcriptional 
down-regulation of frpl+ (Pelletier et ai, 2002).2 This is observed by the enhanced 
reduction of triphenyltetrazolium chloride (TTC) to 1, 3, 5-triphenyl-formazan, which 
appears as a pink-red color around the colony on media with 0.1% TTC. As shown in Fig. 
2B, fepl A mutant cells display pink-red color development. In contrast, expression of 
SFU1 or SFU1-GFP re-established the reductase activity to that of the wild-type starting 
strain or mutant cells (fepl A) in which the wild-type fepl+ gene was re-integrated. As 
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shown in Fig. 2B, these colonies remained mostly white. This functional complementation 
of Fepl by Sful strongly suggests that Sful is the C. albicans counterpart of the S. pombe 
Fepl, a non-canonical GATA factor required for the regulation of the iron regulon. 
A Phleomycin 









I M •' 
J > :  '  
1 "] * -
\ r  - ) \ r -
/ 
IA- ,  k-M •' - Ml 
60 10 m in 
m è 
Fig. 2. Complementation of phleomycin sensitivity and increased cell surface 
ferrireductase activity phenotypes offepl A cells by C. albicans Sful. A, cells harboring a 
fepl A deletion were transformed with an empty integrative vector alone (pJK148, -), 
piKSFUl (SFU1), pJKSFU1-GFP (,SFU1-GFP), or pJK-1478/ep/+ (fepl'). Cultures 
grown to identical optical density were spotted onto YES (-) and YES-phleomycin (10 
jig/ml) media and then incubated at 30°C for 4 days. B, an S. pombe fepl A mutant strain 
exhibits high levels of cell surface ferrireductase activity as indicated by the pink-red 
formazan that precipitates around the colony within 10-60 min. The fepl A mutant strain 
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BPY10 in which the SFU1, SFU1-GFP, or fepl+ gene was re-integrated displays much 
lower ferrireductase activity as shown by a lack of coloration. WT, the isogenic parent 
strain. 
Sful is localized within the nucleus of the S. pombe cell with no changes in its localization 
in response to either iron repletion or starvation. As shown above, fusion of Sful to GFP 
complements phenotypes of a fepl A mutant strain in a manner indistinguishable from the 
fepl+ or SFU1 wild-type allele, indicating that the Sful-GFP fusion protein is functional. 
Our previous localization studies of Fepl, using a functional Fepl-GFP protein, have 
shown that it localizes within the nucleus under both iron-limiting and iron-replete 
conditions (Pelletier et al, 2005). Herein, we ascertained the localization of the Sful-GFP 
protein in S. pombe. As shown in Fig. 3A, fepl A cells expressing the SFU1-GFP allele 
accumulated the green fluorescent protein in the nucleus in the presence or absence of iron. 
Indeed, Sful-GFP fluorescence co-localized with the DNA staining dye DAPI, which was 
used as a marker to stain the nucleus. The unfused GFP protein was distributed throughout 
cells, whereas no fluorescence was observed in empty vector-integrated cells (Fig. 3A). To 
ensure that the functional complementation of Fepl by Sful (Fig. 2) and the Sfol-GFP 
nuclear localization (Fig. 3A) were not based on overexpression, we analyzed the relative 
expression levels of C. albicans SFU1 when expressed under the control of the cufl+ 
promoter compared to endogenous levels of Fepl . As compared with the endogenous 
fepl+ mRNA, the SFU1 and SFU1-GFP mRNAs were expressed at very similar levels with 
only a variation of -1.4-fold (Fig. 3B, C). Collectively, these results reveal that, as 
previously shown using a functional Fepl-GFP protein (Pelletier et al, 2005), Sful-GFP is 
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not regulated through a control of subcellular localization when heterologously expressed at 
low levels in 5. pombe. 
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Fig. 3. Localization of Sful-GFP and its expression in S. pombe. A, BPY10 cells 
expressing the Sful-GFP fusion protein were grown to mid-logarithmic phase and then 
treated with either BPS (100 fiM) or FeCb (Fe, 100 |iM) for 3h. The cells were analyzed 
by fluorescence microscopy for GFP (top panels). Corresponding DAPI (nuclear staining, 
middle panels), and Nomarski optics (bottom panels) to monitor cell morphology are 
shown. Representative fields of cells transformed with an empty integrative plasmid 
(vector alone) or GFP alone expressed from the cufl* promoter (Labbé et al, 1999) are 
shown as controls. B, the steady-state levels of SFUl and SFUl-GFP mRNA species 
when expressed from the cufl* promoter compared to endogenous levels of fepl+ mRNA. 
Total RNA was isolated and analyzed by RNase protection with probes for the indicated 
genes. An S. pombe strain bearing a disrupted fepl A gene was transformed with the 
indicated allele or with an empty vector (vector alone). WT, wild-type strain was used as a 
control. C, graphic representation of quantification of three independent RNase protection 
assays, including the experiment shown in panel B. The values are the means of three 
replicates +/- standard deviations. 
C. albicans Sful represses expression of genes involved in the reductive and non-reductive 
iron transport systems when ectopically expressed in S. pombe. In fission yeast, the 
transcription of genes encoding components of the reductive and non-reductive iron 
transport systems is repressed by the presence of excess iron (Pelletier et al, 2002; Pelletier 
et al, 2003). This iron-mediated down-regulation of gene transcription is dependent on a 
functional fepl+ gene. To further investigate if the C. albicans Sful functionally 
substitutes for the S. pombe Fepl, RNase protection experiments were carried out to 
determine if the fiol+ and strl+ genes (involved in the reductive and non-reductive iron 
uptake systems, respectively) are down-regulated by Sful when ectopically expressed in 
fepl null cells. In response to iron, Sful (or Sful-GFP) repressed fiol+ and strl+ 
transcription 6.3 and 4.1-fold, respectively, as compared with levels of fiol* and strl+ 
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mRNAs observed under iron-limiting conditions in the presence of 2,2'-dipyridyl (Dip) 
(Fig. 4). In contrast, both fission yeast gene promoters were strongly expressed in a fepl A 
strain harboring an empty integrative vector. In this latter situation, both transcripts (fiol* 
and strl+) were unresponsive to iron for repression (Fig. 4). On the other hand, iron-
dependent regulation of fiol* and strl* gene expression was restored by returning a wild-
type fepl* allele expressed from a constitutive promoter (Fig. 4). Importantly, the fiol* 
and strl* mRNÀ levels in a fepl à. mutant strain expressing the SFU1 or SFUl-GFP allele 
were regulated in an iron-dependent manner similar to that of fiol* and strl* under the 
control of the wild-type transcription factor Fepl. Based on these results, we concluded 
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Fig. 4. Heterologous expression of Sful and Sful-GFP in S. pombe restores iron-
dépendent down-regulation of the fiol* and strl* gene expression. An S. pombe strain 
bearing a disrupted fepl A allele was transformed with an empty integrative vector (vector 
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alone), pJKSFUl (SFU1), pJKSFUl-GFP (SFUl-GFP), or pJK-1478fepl* (fepl*). Total 
RNA from cultures grown with Dip (D, 250 |*M) and FeCb (Fe, 100 nM) was isolated. 
Representative RNase protection assays of fiol* (panel A) and strl* (panel B) are shown, 
indicating steady-state mRNA levels. Actin (actl+) mRNA levels were probed as an 
internal control. 
In the presence of iron, C. albicans Sful negatively regulates gene expression through a 
conserved GATA-type element. Based on the gene expression data we obtained, we sought 
to assess if a functional GATA element on the strl* gene promoter could regulate a 
heterologous reporter gene in an iron-dependent manner. A 271-bp strl* promoter DNA 
fragment (positions -1131 to -860) encompassing a functional GATA element (Pelletier et 
al, 2003) was inserted into the minimal promoter of the iso-1-cytochrome c (CYCl) gene 
fused to lacZ in plasmid pCF83 (Fig. 5A). After transformation in wild-type cells, this 
fusion construct was able to repress lacZ mRNA expression (5.4-fold) in the presence of 
iron (Fig. 5B, C). In contrast, under conditions of iron starvation in the presence of Dip, 
lacZ mRNA expression was strongly induced as compared with the low level of transcript 
detected from iron-treated cells. To examine if the strl* GATA element, 5'-"870AGATAA" 
865-3', could mediate gene expression as a function of iron availability, all six of these 
nucleotides were substituted, and the wild-type cells carrying the strl*-CYC1-lacZ mutant 
fusion plasmid were assayed for iron-regulated expression of lacZ mRNA. As shown in 
Fig. 5 (B, C), multiple point mutations in the 5'-"870AGATAA'865-3' element gave rise to a 
high level of strl*-CYC 1-lacZ fusion gene expression without any change in the presence 
or absence of iron. To test the ability of C. albicans Sful to substitute for Fepl in iron-
mediated expression of strl*, we used cells harboring an inactivated fepl* gene (feplA). 
An integrated allele of wild-type SFU1 in these mutant cells exhibited the capacity to 
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down-regulate strl*-CYC 1-lacZ fusion transcripts (6.2-fold) when cells were cultured in 
the presence of iron (Fig. 5B, C). On the other hsca.à,feplA cells bearing the wild-type Sful 
protein and the strl*-CYC1-lacZ mutant fusion gene showed a sustained expression of lacZ 
mRNA as a consequence of lack of GATA-type regulatory sequence for repression by iron 
(Fig. 5B, C). Importantly, fepl A cells in which a wild-type copy offepl* was returned by 
integration exhibited iron-mediated repression of strl*-CYC 1-lacZ gene expression. On the 
contrary, the strl*-CYC1-lacZ mutant fusion gene was found to be unregulated by a fepl* 
allele that was re-integrated (Fig. 5B, C). Our data do not allow us to establish the reason 
why the strl*-CYC 1-lacZ mutant fusion gene exhibited a higher magnitude of expression 
(~2.5-fold) when a wild-type copy of fepl* was returned by integration within the genome 
of S. pombe compared to SFU1. Collectively, these results revealed that, analogous to 
Fepl, C. albicans Sful negatively controls gene expression through a conserved GATA-
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Fig. 5. strl*-CYCl-lacZ gene expression is negatively regulated by iron through a 
conserved GATA-type element in the presence of Sful. A, schematic representation of the 
plasmid derivatives assayed in the RNase protection assay. The gray box indicates the 
wild-type GATA element (5'-AGATAA-3'), whereas the filled box represents its mutant 
version (5'-GCCGTC-3'). The nucleotide numbers refer to the position of the GATA 
sequence relative to the initiator codon of strl*. B, steady-state levels of lacZ mRNA from 
the wild-type and mutant GATA fusions were analyzed in the presence of Dip (D, 250 |iM) 
or FeCh (Fe, 100 jaM). lacZ and actl* (as control) mRNA levels are indicated with 
arrows. C, reporter gene activity values are the averages of triplicate determinations +/-
standard deviations. 
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Sful binds to GATA element in an iron-dependent manner. Expression and purification of 
the N-terminal 241 amino acid region of Fepl in E. coli demonstrated that this polypeptide 
region encompasses the DNA-binding domain (Pelletier et al, 2002; Pelletier et al, 2005). 
Importantly, this region of Fepl, which contains both zinc fingers and the conserved Cys-
rich motif exhibits 36.8% identity to the N-terminal region of Sful (amino acids 1-250). 
To determine if Sful is capable of binding to a GATA-type element, we expressed and 
purified the N-terminal 250 amino acids of the protein in E. coli using the MBP fusion 
protein expression system. The purified recombinant Sful fusion protein was then used for 
DNA binding analyses. As shown in Fig. 6 by a representative electrophoretic mobility 
shift experiment, the wild-type 32P-labeled 46-bp strl* promoter fragment, which contains 
the 5'-'870AGATAA"865-3' element, forms a DNA-protein complex in the presence of Sful. 
To ascertain the specificity of this complex formation, we performed competition assays 
with unlabeled oligomers using either wild-type GATA or GATA with multiple point 
mutations within the 46-bp DNA fragment. Formation of the DNA-protein complex was 
inhibited by incubation with excess wild-type oligomer (WT) but not by the mutant 
competitor (M) (Fig. 6), indicating that the complex was formed by sequence-specific 
interactions. As a control, we carried out electrophoretic mobility shift reactions with the 
recombinant N-terminal portion of Fepl (residues 1-241) fused to MBP (Fig. 6). 
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Fig. 6. Sful specifically interacts with the strl+ GATA element. Electrophoretic mobility-
shift assay was performed using affinity-purified MBP-2Sful250 or MBP-2Fepl241 (as a 
control) in DNA-binding reaction mixtures containing a radiolabeled probe with the wild-
type GATA box derived from the strl* promoter (Pelletier et al, 2003). Competitive 
assays were performed with double-stranded unlabeled DNA oligomers corresponding to 
wild-type (WT) and mutant (M) GATA elements. The amount of competitor used in each 
reaction is shown over the lanes, and the probe concentration was 1 ng/reaction. B, bound 
probe DNA; F, free probe DNA. 
To test whether Sful binds to the GATA element derived from the strl+ promoter in an 
iron-dependent manner, electrophoretic mobility shift assays were carried out using an 
affinity-purified MBP^Sful250 that was produced from iron- and Dip-treated E. coli 
cultures, respectively. As shown in Fig. 7A, the 32P-end-labelled double-stranded strl+ 
oligomer formed a complex with MBP-1 Sful250 when the fusion protein was prepared from 
iron-treàted E. coli cells. In contrast, no DNA-protein complex was observed when the 
fusion protein was isolated from Dip-treated E. coli cells. We also produced the N-terminal 
241 amino acids of Fepl fused to MBP in E. coli cells grown in the presence of either 100 
jiM FeCl3 or 250 jiM Dip. The fusion protein from iron- and Dip-treated cells was used in 
electrophoretic mobility shift assays. Likewise, MBP-Fepl GATA-binding activity was 
predominantly detected when the fusion protein was isolated from iron-treated E. coli cells 
(Fig. 7 A). Importantly, both fusion proteins produced in and purified from E. coli cells 
were not compromised for stability as shown in Fig. 7B. Taken together, these results 
indicate that the N-terminal 250 amino acids of Sful specifically associate with a fimctionai 
GATA element from strl* promoter in an iron-mediated manner. 
A MBP MBP- MBP-
probe — Fepl SFUl 
alone Fe Dip Fe Dip 
MBP MBP- MBP-
— Fepl SFUl 
M Fe Dip Fe Dip 
100 _ 
33 — 
Fig. 7. Sful interacts with the strl* GATA element in an iron-dependent manner. A, 
MBP-2Sful250 or MBP-2Fepl24! (as a control) fusion protein purified from E. coli cultures 
grown in the presence of 100 FeCh (Fe) or 250 jiM Dip (Dip) were analyzed by 
electrophoretic mobility-shifted assay using a probe containing the wild-type strl* GATA 
box. As a control, a binding reaction was also conducted using a chromatographic fraction 
prepared from E. coli cells expressing MBP alone. B, affinity-purified MBP, MBP-
2Fepl241, and MBP-2Sful250 proteins used above for panel A were analyzed by 
immunoblotting with anti-MBP antibody. M, molecular mass marker. 
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C. albicans Sful functionally substitutes for the S. pombe Fepl but only in the presence of 
Tup 11 and Tup 12 corepressors. We have previously shown by genetic analysis that Fepl 
requires the presence of the cofactor Tupl 1 or Tupl2 to repress the expression of the 
reductive iron transport gene fiol+ in response to iron-replete conditions (Pelletier et al., 
2002). Based on this observation, we examined the possibility that Tupl 1 and Tupl2 play 
a role in strl+ gene regulation as a function of iron availability when C. albicans Sful was 
expressed in fepl A cells. Total RNA was prepared from isogenic wild-type or insertionally 
inactivated fepl A, or fepl à. tupl 1A tupl 2A triple mutant cells cultivated in either depleted 
(250 |iM Dip) or elevated (100 (iM FeCb) iron medium. A representative RNase protection 
experiment showed that strl+ transcription was repressed (5.9-fold) in wild-type cells when 
iron is abundant (Fig. 8). In contrast, under these same conditions, strl+ transcription was 
elevated in the fepl à. mutant strain, unless a wild-type copy of the SFU1 gene was returned 
in this fepl A strain. Interestingly, this ability of C. albicans Sful to substitute for fission 
yeast Fepl ceased when we deleted the tupll+ and tupl2+ genes (Fig. 8). In this latter 
mutant strain, a high constitutive level of strl+ mRNA was observed, with lack of down-
regulation of the strl+ gene transcription in the presence of iron (Fig. 8). Because the strain 
with both tupl 1A and tupl2A deletions fails to sense iron, this suggests that the Tupl 1 and 
Tup 12 proteins act as negative co-regulators with Sful to repress strl+ gene expression 
during iron-replete conditions. 
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WT feplA fepl A tupl 1,12A 
SFU1 SFU1 
Dip Fe Dip Fe Dip Fe Dip Fe 
actl+-
Fig. 8. Disruption of tupll+ and tupl2+ genes renders Sful unable to down-regulate strl+ 
gene expression in response to iron. Isogenic strains harboring a fepl à. single deletion and 
a fepl A tupl 1A tupl 2A triple deletion were transformed with an empty integrative vector (-
) or pJYLSFUl. For simplicity one control set (empty vector, -) is shown since the mRNA 
signals detected from mutant strains that were transformed with the empty vector were 
virtually identical. Total RNA was extracted from aiiquots of cultures incubated in the 
presence of 250 p,M Dip or 100 |iM FeCb (Fe) for 90 min at 30°C. Shown is a 
representative RNase protection assay of strl+ and actl+ (as control) mRNA steady-state 
levels. strl+ transcripts in wild-type strain FY435 (WT) are up-regulated under conditions 
of iron deficiency (250 |aM Dip) and down-regulated in the presence of 100 fiM FeCb 
Tupll and Tupl2 associate with the C. albicans iron sensor Sful. To determine if Tupl 1 
or Tupl2 can form a complex with the C. albicans Sful, we carried out two-hybrid analysis 
using the full-length tupll+ or tupl2+ gene fused to the lexA coding region as bait and the 
full-length SFU1 gene fused to the coding region of the VP 16 activation domain as prey 
(Fig. 9A). As shown in Fig. 9B, co-expression of the full-length Sful fused to VP 16 with 
the LexA-Tupl 1 or LexA-Tupl2 fusion protein produced high levels of p-galactosidase 
activity (-159 and -223 Miller units, respectively), indicating a physical interaction 
between these proteins. To ensure that the fusion proteins were expressed in the 
transformed cells, immunoblot analyses of protein extracts were performed using anti-
LexA and anti-VP 16 antibodies (Fig. 9C). Although we consistently detected the Sful-
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VP 16 fusion proteins used in this study by immunoblotting, we were unable to detect the 
VP 16 polypeptide alone, perhaps, owing to its low predicted molecular weight of ~8 kDa. 
As a control, the DNA binding domain of LexA did not interact with Sful-VP16 fusion 
protein. Likewise* no interaction was detected between the VP 16 activation domain and 
the chimeric LexA-Tupl 1 molecule. We therefore conclude, on the basis of these data, that 
the transcriptional co-repressors Tupll and Tup 12 can associate with the C. albicans 
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Fig. 9. S. pombe Tupll and Tupl2 interact with Sful by two-hybrid assay. A, schematic 
diagrams of the LexA DNA-binding domain and fusions with the full-length Tupll and 
Tupl2 proteins. The indicated bait molecule was coexpressed with the VP16 activation 
domain or VP16-Sful fusion protein. The amino acid sequences of the Tupl 1, Tup 12, and 
Sful proteins are numbered relative to their initiator codons, respectively. B, interactions 
between the proteins were detected by liquid p-galactosidase assays (indicated in Miller 
units). The values are the averages of triplicate determinations +/- standard deviations. C, 
whole cell extracts were prepared from aliquots of cultures used in panel B and analyzed by 
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immunoblotting using either anti-LexA or anti-VP16 antibody. As an internal control, total 
extract preparations were probed with anti-PGK antibody. M, molecular mass marker. 
Discussion 
Iron acquisition from the host environment is critical to provide adequate iron to essential 
iron-dependent enzymes of C. albicans. On the other hand, because iron participates in 
Fenton-like reactions in which the highly reactive hydroxyl radical can be produced, proper 
regulation of the expression of C. albicans genes encoding proteins involved in iron 
acquisition is critical to prevent cytotoxic effects of iron. Studies have begun to shed light 
on the identity of proteins involved in the regulation of iron transport gene expression in C. 
albicans (Knight et al, 2002; Lan et al, 2004). However, little is known about their 
mechanisms of action. To begin to address this issue and because we observed that Sful 
expressed in S. pombe is at least as active as Fepl produced by S. pombe cells, we reasoned 
that expression in S. pombe of Sful with no S1. pombe homolog (feplA mutant cells) would 
allow us to get insight about the mechanisms whereby Sful functions to control target gene 
expression in response to changes in iron levels. In this study, heterologous expression of 
Sful in S. pombe reveals several features about the mode of action of Sful that may 
ultimately lead to a greater understanding of the GATA transcription factor family. Among 
these features, we determined the requirement of the GATA promoter element, cofactor, 
and partners for its activity. Of course, related to this current manuscript in which we have 
identified that C. albicans Sful is important for turning off target gene expression in 
response to high iron concentrations when heterologously expressed in S. pombe, we 
recognize that further studies will require the use of C. albicans strains. 
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Evidence that Sful can function to repress iron acquisition gene expression was shown by 
its ability to complement a fepl A strain of S. pombe that exhibited an iron-mediated 
phleomycin toxicity and an elevated ferrireductase activity. Through plate assays, we 
showed that ectopic expression of the C. albicans SFU1 gene eliminated phleomycin 
sensitivity and restored normal reductase activity. Up until now, one modification to the 
standard genetic code has been identified in C. albicans. The Leu codon CUG is read as 
serine (Miranda et al., 2Ô06; Pesole et al, 1995). Within Sful, two CUG codons, one at 
position 37 and the other at position 249 (relative to the initiator codon) are decoded as 
leucine residue when the protein is expressed in S. pombe. Despite this, expression of Sful 
complements the loss offepl+ in fission yeast, suggesting that these two serine residues can 
be substituted with leucines without loss-of-function. 
In this study we show that the localization of Sful is unaffected by iron status when 
expressed in S. pombe. Under both iron-limiting and iron-replete conditions, Sful is 
localized within the nucleus of the S. pombe cell. Interestingly, we have observed in Sful 
(residues 229-233) and Fepl (residues 217-221) a common KRRKR motif that may be 
responsible for their nuclear localization. Consistent with this observation, removal of 
residues 6-261 within the N-terminal portion of Fepl was shown to trigger its exclusion 
from the nucleus (Pelletier et al., 2005). Whether this 5-amino acid stretch is sufficient for 
nuclear localization must await a fine dissection of this region, or its fusion to a reporter 
protein, to determine its contribution to Sful and Fepl nuclear localization. 
Structurally Sful has characteristics of the iron-responsive GATA factor protein family that 
includes Urbsl from U. maydis, Srea from A. nidulans, Sre from N. crassa, and Fepl from 
S. pombe (Haas, 2003; Lan et al, 2004; Labbé et al, 2007). The similarity observed 
between Sful and these transcription factors consists of a common region that is comprised 
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of two Cys2/Cys2-type zinc finger motifs and a conserved Cys-rich amino acid sequence 
found between the two zinc fingers. Because this common region has been shown to be 
involved in DNA binding to GATA elements, we expressed the putative DNA binding 
module of Sful as a fusion protein in E. coli and found that, indeed, it has the ability to 
recognize a GATA-like element, exhibiting specific binding to the 5'-AGATAA-3' 
sequence. Additionally, this specific interaction was only observed when the purified 
fusion protein was prepared from cells grown in the presence of iron, Consistent with this 
result, we have noticed the presence of multiple 5'-(A/T)GATAA-3' elements in the C. 
albicans iron-responsive promoter genes, including CaFRElO (.RBT2/CFL95), CaFTRl, 
and CaARNl (CaSlTl), that might be used by Sful. Using DNA microarrays to identify 
the C. albicans genes that have their transcript abundance affected by iron availability, 
Agabian and colleagues have shown that the C. albicans ferrichrome transporter gene, 
CaARNl, is an iron-responsive gene, which is regulated by Sful (analogous to that of strl+ 
in S. pombe, which is regulated by Fepl). Likewise, the same group has shown that ORFs-
encoded multicopper oxidases (e.g. CaFET34), ferrireductases (e.g. CaFRElO), and iron 
permeases (e.g. CaFTHl) are down-regulated after the addition of iron to iron-limited C. 
albicans cells. Furthermore, they observed that iron-mediated repression of these genes 
requires Sful (again analogous to that of Fepl in S. pombe). Recently, a genomewide 
picture of the S. pombe response to iron availability with DNA microarray technology 
(Rustici et al., 2007) allowed to observe that a large overlap was found between the cluster 
of iron transport genes in C. albicans (Lan et al., 2004) and their homologs in S. pombe, 
including genes encoding ferric reductases, iron transport multicopper oxidases, iron 
permeases, siderophore transporters, vacuolar iron transporters, and members of the Isul 
family, whose gene products serve as a scaffold on which Fe-S clusters are assembled. 
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In C. albicans, disruption of both copies of the SFU1 gene (sful M sful A) leads to the up-
regulation of the transcription of genes encoding components of the reductive and non-
reductive iron transport systems (Lan et al, 2004). This important result is consistent with 
a role for Sful in repressing iron acquisition systems. Up until now, genes encoding 
components of iron transport machineries are negatively regulated by Sful and Fepl in C. 
albicans and S. pombe, respectively. In C. albicans, one difference was found is that, some 
genes appear to be slightly up-regulated in the wild-type strain than in the SFU1-null 
mutant, raising the possibility that Sful may also function as a transcriptional activator. 
However, the potential positive influence of Sful may result from downstream regulators 
that transcriptionally or post-transcriptionally control other cellular and unknown functions 
in response to iron accumulation. This may represent a consequence of general stress that 
is unrelated to iron metabolism. Other C. albicans proteins have been reported to be 
involved in transcriptional regulation of genes whose products are implicated in iron 
transport and metabolism. One of them, Irol, is a serine/threonine-rich protein that has 
been isolated through a genetic screen to identify C. albicans genes that may suppress the 
iron-dependent growth defects of an S. cerevisiae aft là mutant strain (Garcia et al, 2001). 
However, experiments using a C. albicans strain in which the 3' half of the IROl gene was 
deleted failed to exhibit phenotypes associated with the loss of normal iron transport 
(Garcia et al, 2001). Alignment of protein sequences and motif searches revealed no 
putative DNA-binding domain in Irol.2 Furthermore, experimental evidence supporting a 
role for Irol in regulation of iron transport is currently lacking. In C. albicans, the locus 
with the highest similarity to the iron-dependent transcriptional activators Aftl 
(Yamaguchi-Iwai et al, 1995; Yamaguchi-Iwai et al., 1996) and Aft2 (Blaiseau et al, 
2001; Rutherford et al., 2001) of S. cerevisiae is ORF19.2272 (Lan et al., 2004). However, 
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the potential role of the ORF19.2272-encoded putative transcription factor to activate target 
gene expression in response to low iron supply conditions in C. albicans has not yet been 
ascertained. 
Studies have previously shown that the Tupl co-repressor of C. albicans is implicated in 
the down-regulation of the reductive and the siderophore pathways of iron transport (Braun 
et al., 2000; Knight et al., 2002; Murad et al., 2001). This situation is reminiscent to that of 
S. pombe, where two genes, tupll+ and tupl2+, known to encode proteins that function as 
transcriptional co-repressors are required to inactivate expression of genes related to iron 
uptake (Pelletier et al., 2002). Consistent with this observation, it has been further 
demonstrated that Fepl interacts specifically and directly with Tupl 1 (Znaidi et al, 2004). 
Here, we show that Tupl 1 and Tup 12 are required for iron-mediated inactivation of strl+ 
transcription by Sful when this latter protein is heterologously expressed in S. pombe. 
Furthermore, we demonstrate that the S. pombe Tupll or Tupl2 interacts with Sful by 
two-hybrid analysis. These results support current models proposing the mode of action of 
iron-regulatory GATA-type transcriptional repressors (Labbé et al, 2007; Lan et al, 2004; 
Pelletier et al., 2002). These models suggest that, under conditions of iron excess, the 
GATA-type transcription factor recruits the global co-repressor Tup to the promoters of 
iron transport genes to repress their transcription. Once the metallated transcription factor-
Tup complex has been targeted to GATA site(s) in the promoter, it is thought to foster 
transcriptional repression through a combination of mechanisms, including alteration of 
chromatin structure, and inhibition of the transcription machinery (Gavin et al, 2000; 
Zaman et al, 2001). In the absence of iron, the iron-sensory transcription factor is inactive 
and fails to repress iron transport genes through the transcription factor-Tup co-repressor 
complex. How the iron-sensory transcription factors such as Sful and Fepl recruit and 
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Footnotes 
1 The abbreviations used are: 5-FOA, 5-fluoroorotic acid; AD, activation domain; bp, base 
pair(s); BPS, bathophenanthrolinedisulfonic acid; DAPI, 4', 6-diamidino-2-phenyl-indole; 
DBD, DNA-binding domain; Dip, 2,2'-dipyridyl; EMM, Edinburgh minimal medium; 
EMS A, electrophoretic mobility shift assay; Fepl, Fe protein 1; GFP, green fluorescent 
protein; IPTG, isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside; MBP, maltose-binding protein; ORF, 
open reading frame; PCR, polymerase chain reaction; PGK, 3-phosphoglycerate kinase; 
TTC, triphenyltetrazolium chloride; WT, wild-type; YES, yeast extract plus supplements; 
ZF1, N-terminal zinc finger; ZF2, C-terminal zinc finger. 
2 B. Pelletier et al., unpublished data. 
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DISCUSSION 
Les résultats présentés dans la précédente section ont été discutés dans les 
manuscrits joints à ma thèse de doctorat. Dans les sections suivantes, je discuterai des 
résultats clés ainsi que des perspectives de recherches qu'ils soulèvent. Je m'appuierai sur 
des résultats non publiés, ainsi que sur des données de la littérature. 
1. Régulation Fepl-dépendante de l'expression génique 
La régulation de l'expression génique par Fepl est un processus qui met en jeu 
plusieurs acteurs dans lequel le répresseur de la transcription représente l'élément central. 
Dans cette section, je vais décrire les événements importants par lesquels s'opère cette 
régulation et proposer un scénario possible du mécanisme mis en place. Je vais aussi 
discuter de la diversité des gènes qui peuvent être régulés par Fepl en proposant un régulon 
potentiel. Pour cela, je me baserai sur nos connaissances actuelles mais aussi sur des 
données de la littérature. 
1.1. Initiation de la répression transcriptionnelle par Fepl 
La relation entre le facteur régulateur en trans (Fepl) et les éléments de régulation 
en cis (les séquences de type GATA) a déjà été décrite (PELLETIER et al, 2005). Des 
données in vitro ont permis de mettre en évidence la capacité de Fepl à lier ces éléments de 
régulation en cis. La liaison de Fepl à l'ADN se fait seulement en présence de fer, 
condition à laquelle la répression de l'expression de ses gènes cibles est observée 
(PELLETIER et al, 2005). Ainsi un modèle expliquant le mode de fonctionnement de 
Fepl a été proposé (LABBE et al, 2007). Ce modèle stipule que l'association à l'ADN de 
210 
Fepl au niveau des promoteurs de ses gènes cibles est l'événement initiateur de la 
répression de leur expression (LABBE et al, 2007). Cependant, aucune évidence in vivo ne 
permettait d'affirmer cette hypothèse. De ce fâit, dans le manuscrit #1, en utilisant une 
approche par ChIP, nous avons étudié la capacité de Fepl à lier la chromatine. On a ainsi 
démontré que suite à un excès de Fe dans la cellule, Fepl s'associe aux promoteurs qu'il 
régule et ce, spécifiquement au niveau des régions couvrant les éléments de régulation en 
cis de type GATA (manuscrit #1, figure 3). Nos résultats indiquent que tout défaut 
d'association de Fepl avec les promoteurs de ses gènes cibles s'accompagne d'une 
incapacité à réprimer leur expression en réponse à la présence de Fe (manuscrit #1, figure 
4). Ainsi, nous avons pu valider le modèle proposé pour le fonctionnement de Fepl tel que 
montré dans la figure 5 de l'introduction. 
Nous avons aussi déterminé que les motifs de Fepl nécessaires à cette association 
sont situés dans sa partie N-terminale comprenant le 241 premiers acides aminés (manuscrit 
#1, figure 5 et 7). Parmi ces motifs : le ZF2, les résidus cystéines du CRD ainsi que les 
résidus 184RRDE187 de ZF2 se révèlent indispensables (manuscrit #1, figure 5). 
Contrairement au ZF2, le ZF1 s'avère être présent pour maximiser la liaison de Fepl aux 
régions promotrices (manuscrit #1, figure 5 et 8). Cette même région peut se comporter 
comme une entité indépendante capable d'induire une activation de l'expression génique 
lorsque fusionné au domaine de transactivation VP 16 et ce, en présence de Fe (manuscit 
#1, figure 9). 
1.2. Déterminants de la répression fer-dépendante de la transcription par Fepl 
L'indépendance physique des régions responsables des activités de liaison à l'ADN 
et de transrepréssion de Fepl n'est pas une propriété surprenante en soi puisqu'elle obéit à 
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l'architecture modulaire usuelle des facteurs de transcription (LATCHMAN, 1997). Par 
contre, nos résultats actuels indiquent que la répression fer-dépendante de la transcription 
nécessite une liaison directe de Fepl à l'ADN. En d'autres termes, les capacités de Fepl à 
sentir les changements du statut en Fe et à lier l'ADN ne peuvent pas être dissociées, ce qui 
est une propriété bieii particulière à cette protéine. En effet, durant mon doctorat^ j'ai 
procédé à des essais simples hybrides visant à déterminer les résidus de Fepl 
potentiellement impliqués dans la détection de la présence de fer (Figure 10). 
4 x Gall 
Figure 10. Système simple hybride adopté pour l'étude des résidus de Fepl 
permettant la détection du Fe. La protéine de fusion Fepl-Gal4 peut se lier à quatre 
éléments gall de régulation en cis via le domaine de liaison à l'ADN de Gal4 et réprimer 
l'expression du rapporteur lacZ via le domaine de transréprèssion de Fepl. Les éléments 
gall sont placés en amont du promoteur minimal du gène zyml+ qui contrôle l'expression 
du gène lacZ. L'utilisation de ce système visait à découpler la fonction de liaison à l'ADN 
de Fepl de celle de la répression de la transcription pour ainsi caractériser les motifs 
potentiels permettant la détection du Fe. 
Ce faisant, nous nous attendions à une liaison constitutive du domaine Gal4 aux 
éléments de régulation en cis gall, et une répression fer-dépendante de l'expression du 
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rapporteur lacZ assurée par Fepl (tels que montré dans la figure 10). Cependant, à notre 
grande surprise, ce système ne donnait pas les résultats escomptés. En effet, même si la 
protéine Fepl-Gal4 était fonctionnelle et réprimait d'une manière fer-dépendante le gène 
cible fiol+, la répression du transcrit lacZ était constitutive (Figure 11, JBEL et LABBÉ, 
non publié). Il était clair que la liaison fer-dépendante et directe de Fepl à l'ADN (via son 
propre domaine de liaison à l'ADN), est une condition nécessaire pour observer la 
répression transcriptionnelle fer-dépendante. Ce phénotype était très similaire à celui d'une 




Figure 11. La liaison directe de Fepl à l'ADN est une condition nécessaire pour 
le jaugeage du statut en fer. Une souche fepl A exprimant soit le domaine de liaison à 
l'ADN Gal4, soit la protéine de fusion Fepl-Gal4, a été transformée avec le plasmide 
intégrant pJBl contenant le rapporteur lacZ. Le rapporteur lacZ est sous le contrôle du 
promoteur zyml+ et des éléments de régulation en cis gall (tel qu'indiqué dans la figure 
10). Les cellules ont été traitées pour 90 min en présence du chélateur de Fe (DIP) dans le 
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milieu basal (-) et en présence de Fe (Fe). Les niveaux des transcrits du rapporteur lacZ, du 
gène cible fiol+, ainsi què celui de l'actine (actl+) ont été déterminés par une protection à 
la RNase. 
1.3. Complexes de répression de la transcription associés à Fepl 
Comme décrit dans l'introduction, section 4.3.2.2, il est peu probable que la 
protéine Fepl possède une activité de répression de la transcription. La fonction proposée 
de Fepl est d'initier les complexes de répression en recrutant les corépresseurs Tupll et 
Tupl2 (LABBE et al, 2007; ZNAIDI et al, 2004). Grâce à une expérience de ChIP 
utilisant soit la protéine TAP-Tupll ou TAP-Tupl2, nous avons observé un recrutement 
fer-dépendant des corépresseurs au promoteur du gène fiol+ seulement lorsque la protéine 
de fusion Fepl-GFP est présente (JBEL et LABBÉ, non publié). Chez S. cerevisiae, il 
existe une protéine nommée Tup L qui est l'orthologue des corépresseurs Tupll et Tup 12 
(MUKAI et al, 1999). Son recrutement par Aftl a été aussi rapporté et ce, au niveau des 
promoteurs des gènes régulés par les conditions de carence en fer et en hème (CRISP et al, 
2006). La répression transcriptionnelle Tupl-dépendante est établie suite à la formation 
d'un complexe formé par quatre sousunités Tupl associées à une sous-unité Ssn6 qui est 
une autre protéine agissant comme corépresseur de la transcription (VARANASI et al, 
1996). Le complexe Tupl-Ssn6 est nécessaire pour le recrutement des HDAC (histones 
désacétylases) qui résulte en une désacétylation des histones induisant une structure plus 
compacte de la chromatine et par conséquent, une répression de la transcription (WATSON 
étal., 2000; WU et al, 2001) 
Étant donné que les domaines fonctionnels de Tupl sont très bien conservés dans 
Tupll et Tup 12 (MUKAI et al, 1999), leur interaction avec Ssn6 a aussi été rapportée 
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chez la levure à fission (FAGERSTROM-BILLAI et WRIGHT, 2005). L'implication de 
Ssn6 dans le mécanisme de répression associé à Fepl est hautement probable puisque 
l'interaction Fepl-Ssn6 a été observée dans notre laboratoire (ZNAIDI et al., non publiée). 
De plus, il a été démontré dans une étude de ChIP-on-ChIP que les complexes Tupl 1/12-
Ssn6 se localisent préférentiellement dans les régions où les histones sont déacétylées 
(FAGERSTROM-BILLAI et al, 2007). L'implication de Clr6, vme HDAC de classe I, a été 
particulièrement soulignée. Les rôles de Clr3, une HDAC de classe II, ainsi que Hst4 et 
Sir2, ont aussi été proposés (FAGERSTROM-BILLAI et al, 2007). De plus, cette même 
étude a démontré que les complexes Tupl 1/12-Ssn6 sont particulièrement enrichis dans la 
région intergénique des gènes fipl+ et Jîol+, ce qui corrèle très bien avec leur implication 
dans le mécanisme de la répression de la transcription Fepl-dépendant (FAGERSTROM-
BILLAI et al, 2007). Ces données suggèrent donc l'implication des HDAC dans le 
complexe de répression de la transcription initié par Fepl. Afin de valider cette hypothèse, 
il serait intéressant de déterminer la régulation du gène fiol+ dans une souche clrôA et de 
vérifier si Clr6 fait partie du complexe de répression initié par Fepl. 
Le rôle des complexes de remodelage de la chromatine, e.g. SWI-SNF, dans la 
répression des gènes de l'assimilation du fer a aussi été décrit (MONAHAN et al, 2008). 
Ainsi, grâce à une analyse de la variation du transcriptome de S. pombe utilisant des 
souches où le complexe SWI-SNF a été inactivé, le rôle particulier des sous-unités Snf22 et 
Snf5 a été déterminé. Les données obtenues par cette approche à large échelle ont été 
validées par des analyses de buvardage du type Northern. Ainsi, dans les souches snf22A et 
snfîA, l'expression des gènes fipl+, frpl+ et str3+ est augmentée (MONAHAN et al, 
2008). De plus, des analyses par ChIP ont démontré que la protéine Snf22-TAP occupe 
spécifiquement des régions promotrices des gènes fipl+, frpl+ et str3+ (MONAHAN et 
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al, 2008). Cependant, les niveaux de dérépression des gènes fipl+, frpl+ et str3+ observés 
dans les souches snf22A et snfSA demeurent bien en dessous de ceux observés chez une 
souche fepl A ou bien tupll A (MONAHAN et al, 2008). Ce résultat suggère que le 
complexe SWI-SNF, contrairement aux corépresseurs Tupll et Tupl2, ne participe pas 
directement à la répression de la transcription mais agit plutôt en améliorant la répression 
exercée par les complexes Fépl/Tupl 1/Tupl2. 
Il est connu que le remodelage de la chromatine par le complexe SWI-SNF se fait 
en modifiant la distribution des nucléosomes (PETERSON et TAMKUN, 1995). Plusieurs 
études à large échelle démontrent que les régions promotrices sont les plus dépourvues de 
nucléosomes (BERNSTEIN et al., 2004; LEE et al, 2004). De plus, il est admis que le 
remodelage de la chromatine peut faciliter l'accès aux répresseurs de la transcription à leurs 
sites de liaison à l'ADN (SUDARSANAM et WINSTON, 2000). Il est donc très probable 
que ce modèle s'applique aussi à la régulation de la transcription impliquant Fepl, ce qui 
expliquerait la déreprèssion des gènes de l'assimilation du Fé qui a été observée dans les 
souches snf22A et snf5A. Il serait donc intéressant de comparer par OhIP le niveau 
d'occupation de la protéine TAP-Fepl au promoteur fïol+ chez une souche sauvage versus 
une souche snf22A. 
Les données présentes dans la littérature suggèrent l'implication des HDACs et du 
complexe SWI-SNF dans le mécanisme de répression de la transcription Fepl-dépendant. 
Afin de mieux adresser cette question, il serait intéressant de déterminer s'il existe une 
chronologie d'événements qui aboutira à la répression de l'expression des gènes régulés 
par Fepl. Le scénario le plus probable est que le complexe SWI-SNF serait sollicité en 
premier pour remodeler la chromatine et faciliter l'accès des séquences de régulation en cis 
à Fepl, ce dernier étant responsable de recruter les corépresseurs Tupl 1 et Tup 12 afin de 
216 
réprimer la transcription. Enfin, des expériences de purification TAP-TAG permettraient de 
déterminer l'identité des protéines faisant partie du complexe impliqué dans la répression 
transcriptionnelle Fep 1 -dépendante. 
1.4. Le régulon de Fepl 
Actuellement, seulement deux études à grande échelle basées sur des micropuces à 
ADN se sont intéressées à caractériser les gènes potentiellement régulés par Fepl 
(MERCIER et al, 2008; RUSTICI et al, 2007). Ces deux études fournissent des 
informations complémentaires et gagnent à être revisitées. Rustici et al, (2007), ont 
effectué une étude pan-génomique comparative entre S. pombe et S. cerevisiae visant à 
déterminer les différences entre les transcriptomes de ces deux levures selon les statuts en 
fer et en cuivre. Les auteurs ont identifié de nouvelles cibles de Fepl, notamment srxl+, 
sibl\ sib2+, rdsl\ isul\ SPBC27B12.03c, SPAClF8.02c et SPBC947.05c (RUSTICI et 
al, 2007). Cependant, Mercier et al., en utilisant des conditions plus sévères de carence ou 
d'excès en Fe, ont identifié des gènes additionnels à la liste de gènes préalablement 
identifiée par Rustici et al (MERCIER et al, 2008). En se basant sur les données de 
Mercier et al., il serait donc très intéressant de déterminer les gènes qui sont à la fois induits 
en carence de Fe dans une souche sauvage mais aussi en présence de Fe dans une souche 
fepl A. Les gènes qui obéissent à cette règle correspondraient donc au régulon de Fepl. Une 
autre alternative serait d'utiliser une approche de ChIP-on-ChIP qui permettrait de 
déterminer les sites de fixation de Fepl sur le génome entier et de valider les données 
issues de l'étude avec les micropuces à ADN. 
Comme décrit précédemment, la séquence de reconnaissance consensus 5'-
ATC(A/T)GATAA(A/T)-3' qui est reconnue par Fepl se retrouve au niveau de 272 
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promoteurs de gènes. Par contre, la séquence de reconnaissance courte 
5'(A/T)GATAA(A/T)-3' se retrouve dans plus de 4621 promoteurs de gènes. La présence 
d'un si grand nombre de promoteurs possédant des séquences potentiellement reconnues par 
Fepl peut s'avérer fortuite et non significative. Par contre, une analyse plus rigoureuse, en 
se basant sur les données de Mercier et al., nous donne une autre échelle de grandeur qui 
peut s'apparenter à un régulon plus plausible du facteur de transcription. Ainsi, ces auteurs 
ont déterminé qu'environ 250 gènes sont déréprimés au moins 1,5 X dans une condition de 
carence en Fe versus une condition d'excès en Fe (-Fe/+Fe). La recherche des deux types de 
séquences reconnus par Fepl dans les promoteurs de ces gènes montre que 243 d'entre eux 
présentent au moins une séquence du type 5'(A/T)GATAA(A/T)-3' et seulement 55 celle du 
type 5'-ATC(A/T)GATAA(A/T)-3'. Pour des raisons de concision, parmi les 55 gènes, les 
29 premiers gènes montrant des niveaux de dérépression supérieurs à 2 sont présentés à la 
table 1. L'analyse de la table 1 montre qu'outre les gènes déjà caractérisés (qui sont 
impliqués dans l'assimilation du Fe), il existe plusieurs autres gènes qui pourraient être des 
cibles potentielles de Fepi. 
Par exemple, le cadre de lecture SPAClF8.02c (table 1) représente un excellent 
candidat (-Fe/+Fe = 133,3). Nous avons porté une attention particulière à la caractérisation 
potentielle de sa fonction. Ce cadre de lecture code pour une protéine à ancre GPI, qui 
serait localisée à la surface de la membrane cellulaire. Chez S. cerevisiae, il existe trois 
protéines à ancre GPI appelées Fitl, Fit2 et Fit3 qui sont induites en carence de Fe et 
localisées à la paroi cellulaire. Ces protéines permettent la séquestration des complexes fer-
sidérophores, facilitant ainsi l'assimilation du fer (PROTCHENKO et al, 2001). 
Cependant, l'homologue prédit à ces trois protéines de surface est codé par le cadre de 
lecture SPBPJ4664.02 chez S. pombe. Ce gène ne figure pas dans la table 1 (-Fe/+Fe = 1,5; 
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occurrence 5'-ATC(A/T)GATAA(A/T)-3' = 1). La régulation de SPAClF8.02c par Fepl a 
été validée expérimentalement. Cependant l'inactivation du gène ne semble, pas donner de 
phénotype relié à llioméostasie du Fe (Jbel et Labbé, non publié). Une étude globale des. 
gènes requis pour la ségrégation des chromosomes lors de la méiose a montré que 
l'inactivation du cadre de lecture SPAClF8.02c donne des ascospores avec un nombre 
anormal de spores (GREGAN et al, 2005). Il serait donc très intéressant de déterminer s'il 
existe une relation entre son expression fer-dépendante et sa fonction lors de la méiose. 
La régulation potentielle par Fep l des gènes qui possèdent une fonction reliée à la 
mitochondrie gagnerait aussi à être mieux caractérisée, notamment, w«7+ainsi que les 
cadres de lectures SPCC1020.03 et SPAC8C9.12c (table 1). Il faut noter que les niveaux de 
régulation de isul+ (-Fe/+Fe = 3,5) et de SPAÇ8C9.12c (-Fe/+Fe = 3,5) sont beaucoup plus 
faibles que ceux de SPCC1020.03 (-Fe/+Fe = 10). Isul code pour la protéine chaperonne 
qui intervient lors de l'assemblage des centres Fe-S, alors que le cadre de lecture 
SPAC8C9.12c est un homologue des transporteurs mitochondriaux' de fer chez S. 
cerevisiae, Mrs3 et Mrs4. La forte régulation du cadre de lecture SPCC1020.03 pourrait se 
traduire par un rôle important lors d'une situation de carence en Fe. Chez S- cerevisiae, les " 
deux protéines Mmtl et Mmt2 représentent des homologues potentiels de SPCC 1020.03. 
Ces deux protéines ont été décrites comme des exportateurs mitochondriaux de Fe (LI et 
KAPLAN, 1997). On peut ainsi spéculer qu'en carence en Fe, la protéine codée par 
SPCC1020.03 mobilise le contenu en Fe mitochondrial afin de subvenir au besoin pour cet 
ion dans les autres compartiments cellulaires. Son rôle potentiel ressemblerait donc à celui 
d'Abc3 (table 1), le transporteur de Fe vacuolaire (POULIOT et al., 2010). 
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Table 1. Liste de gènes régulés et potentiellement régulés par Fepl possédant dans leurs 
promoteurs au moins une séquence du type 5'-ATC(A/T)GATAA(A/T)-3' et qui sont 
déréprimés au moins 2 fois en carence de Fe, selon les conditions expérimentales décrites 
par Mercier et al. (2008). 





Vs+Fe Annotation de GeneDB 
1 SPAC1F8.02C 2 133,3 Sequence orphan 
2 SPBC1683.09c frpl 3 125,0 Ferric-chelate reductase Frpl 
3 SPAC1F7.07C fipl 3 74,1 Iron permease Fipl 
4 SPAC1F7.08 fiol 3 74,1 Iron transport multicopper oxidase Fiol 
5 SPBC4F6.09 s tri 3 48,8 Siderophore-iron transporter Stri 
6 SPAC1F8.03C str3 2 47,6 Siderophore-iron transporter Str3 
7 SPBC359.05 abc3 2 16,9 ABC transporter Abc3 
8 SPBPB21E7.04c 2 16,9 Human CatechoI-O-methy) transferase homolog 2 
9 SPBC947.05C frp2 3 14,1 Ferric-chelate reductase (predicted) 
10 SPCC1020.03 1 10,0 Mitochondrial iron ion transporter 
11 SPBC106.02c srxl 1 7,8 Sulfiredoxin 
12 SPBC16E9.01C php4 2 5,1 CCAAT-binding factor complex subunit Php4 
13 SPAC23G3.02c sibl 1 4,0 Ferrichrome synthetase Sibl 
14 SPAC19G12.09 2 3,6 NADH/NADPH dependent indoIe-3-acetaldehyde reductase 
15 SPAC227.13c isul 3 3,5 Mitochondrial iron-sulfur cluster assembly scaffold protein Isul 
16 SPBC365.12C ishl 1 3,5 LEA domain protein 
17 SPAC8C9.12c 1 3,5 Mitochondrial iron ion transporter (predicted) 
18 SPAC1783.01 1 3,4 FAD binding protein (predicted) 
19 SPCC622.12c gdhl 1 3,2 NADP-specific glutamate dehydrogenase (predicted) 
20 SPBC530.07c 1 2,8 Phosphomethylpyrimidine kinase (predicted) 
21 SPBP26C9.02c cari 2 2,7 Arginase 
22 SPBC12C2.03C 2 2,7 FAD binding protein (predicted) 
23 SPAC3A11.10c 1 2,6 Dipeptidyl peptidase (predicted) 
24 SPCC61 01c str2 1 2,5 Siderophore-iron transporter Str2 
25 SPAC56E4.03 4 2,2 Aromatic aminotransferase (predicted) 
26 SPBC26H8.06 grx4 2 2,2 Glutaredoxin Grx4 
27 SPAC23C 11.06c 1 2,2 Hydrolase (inferred from context) 
28 SPAC27D7.09c 1 2,0 But2 family protein 
29 SPBC27B12.03c erg32 1 2,0 C-5 sterol desaturase Erg3 -uses iron as cofactor 
2. Mécanismes régulant l'activité de Fepl 
Les travaux de notre laboratoire ont permis de découvrir que la protéine Fepl joue 
un rôle clé dans l'homéostasie du fer chez S. pombe (LABBE et al, 2007). Ce facteur de 
transcription a la capacité de jauger tout surplus intracellulaire en fer et d'inhiber 
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l'expression des gènes permettant son acquisition à partir du milieu extracellulaire (e.g. 
frpl*, fiol*, fipl+, strl*, str2+ et str3+) ou bien, à partir de la vacuole (e.g. abc3*) 
(PELLETIER et al, 2002; PELLETIER et al, 2003; POULIOT et al., 2010). Cependant, le 
mécanisme précis par lequel ce régulateur peut percevoir les changements du statut en fer 
demeure encore non élucidé. Dans cette section, je vais discuter de différents mécanismes 
potentiels pouvant réguler la fonction du répresseur Fepl. Par contre, je ne vais pas discuter 
du mécanisme transcriptionnel qui dépend de Php4, car il a déjà été décrit dans 
l'introduction de la thèse. 
2.1. Mécanisme inactivant la fonction de Fepl: rôle de Grx4 
2.1.1. Modulation de la liaison à l'ADN de Fepl 
Il est connu que l'expression du gène fepl* est soumise à une régulation 
transcriptionnelle par la sous-unité Php4 en situation de carence de fer (MERCIER et al, 
2006). Cependant, les données dont nous disposons suggéraient fortement l'implication 
d'une régulation post-traductionnelle de Fepl. Ceci est illustré, notamment, lors d'un 
découplage de la régulation Php4-dépendante dans une souche php4A (manuscrit #1, figure 
2, manuscrit #2, figure 1) ou lorsque l'expression du gène fepl+ est sous le contrôle du 
promoteur nmtl+ régulé par la vitamine B1 (manuscrit #1, figure 4). Dans ces deux 
conditions, même si l'expression de fepl+ est constitutive, la fonction de Fepl est inhibée 
suite à une carence en fer. Plus tard, nous avons montré que la monothiolglutarédoxine 
Grx4 est requise pour l'inactivation de Fepl lors d'une carence en fer et ce, en inhibant sa 
capacité à lier l'ADN (manuscrit #2, figures 1 et 2). 
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Comme décrit précédemment à la section 1.2 (système simple hybride), le 
phénotype de la régulation du rapporteur lacZ par la protéine de fusion Fepl-Gal4 est très 
similaire à celui obtenu lors de l'utilisation d'une souche grx4A (manuscit #2, figure 1). On 
pourrait envisager que la liaison de Fepl-Gal4 aux éléments gall du rapporteur lacZ n'est 
pas régulée par Grx4, contrairement à celle des éléments GATA du promoteur fiol*. Ce 
défaut de régulation pourrait être dû au simple fait que le domaine Gal4 n'est pas ciblé par 
Grx4 et donc non assujetti à son effet inhibiteur. Ce résultat suggère que Grx4 peut 
identifier le domaine de liaison à l'ADN qu'elle inactive. Ceci peut être expliqué par la 
nature des motifs formant les domaines de liaison à l'ADN de Fepl et Gal4. Même si les 
deux domaines possèdent des motifs liant potentiellement des atomes zinc, il n'en demeure 
pas moins qu'ils sont différents. Fepl possède deux motifs à doigts de zinc de type Cys-X2-
Cys-Xi7-Cys-X2-Cys. Par contre, le motif présent dans Gal4 est du type Cys-X2-Cys-Xô-
Cys-Xô-Cys-Xi-Cys-Xô-Cys, pouvant lier deux atomes de Zn (PAN et COLEMAN, 1990). 
Ces différences attestent donc de la spécificité du mécanisme mis en place par Grx4 pour 
inactiver Fepl. Il serait donc intéressant de valider l'interaction de Grx4 avec la protéine de 
fusion Fepl-Gal4 : le domaine de liaison à l'ADN Gal4 seul servira de contrôle. Ceci 
permettrait de vérifier la présence ou l'absence de Grx4 dans le complexe de la répression 
de l'expression du rapporteur lacZ par la protéine Fepl-Gal4. Dans ce même contexte, il 
est aussi connu que Grx4 assure la régulation de Php4 (MERCIER et LABBE, 2009). 
Cependant, le mécanisme impliqué est très différent de celui régulant Fepl. En effet, mis à 
part le fait de ne pas posséder un domaine de liaison à l'ADN, Php4 est inactivé par Grx4 en 
présence de fer selon un processus impliquant un mécanisme d'export du noyau 
(MERCIER et LABBE, 2009). 
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2.1.2. Localisation du complexe Fepl-Grx4 
La régulation de Fepl par Grx4 implique que l'association entre ces deux protéines 
se déroule dans le noyau (manuscrit #2, figure 3 et 9). Peu de temps après la publication de 
nos travaux, le groupe de Jung-Hye Roe ont rapporté les mêmes observations à propos de la 
régulation de Fepl par Grx4 (KIM et al, 2011). Dans leur étude, ces auteurs démontrent 
par BiFC qa'in vivo, les protéines Fepl-VC et Grx4-VN peuvent former un complexe et 
reconstituer un hétérodimère fluorescent nucléaire. Ces mêmes résultats ont été aussi 
obtenus dans notre laboratoire (Jbel et al., non publié). Nos données non publiées ainsi que 
celles du groupe de Roe montrent qu'en utilisant le système BiFC, l'interaction entre Fepl 
et Grx4 provoque la formation de points lumineux <<focis» concentrés dans le noyau ((KIM 
et al., 2011), Jbel et al, non publié). L'observation de ce phénotype inattendu contraste 
avec la colocalisation nucléaire observée entre ces deux protéines (manuscrit #2, figure 3 et 
9) et peut suggérer un bris de la fonctionnalité de Fepl. Cependant, nos résultats montrent 
que dans cette situation, les gènes cibles de Fepl sont parfaitement régulés (Jbel et al, non 
publié). Seules les versions mutantes C127S et le domaine TRX de la protéine Grx4-VN 
interagissent avec Fepl-VC en occupant tout le noyau (KIM et al, 2011). Étonnamment, ce 
dernier phénotype est associé à un gain de fonction de Fepl ((KIM et al, 2011), manuscrit 
#2, figure 9), suggérant que les focis représentent un état nécessaire pour la régulation de 
Fepl par Grx4. Ce phénotype demeure pour l'instant unique, puisqu'on ne retrouve pas de 
semblable pour d'autres facteurs de transcription dans la litérature. Cependant, on ne peut 
pas exclure que les complexes Fepl-Grx4 formant les focis observés durant les essais de 
BiFC ne représentent que la pointe visible de l'iceberg et que la régulation des cibles de 
Fepl est assurée par le reste des complexes, qui pour une raison méconnue ne donne pas de 
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fluorescence. Il est donc clair que ce phénotype mérite d'être mieux caractérisé afin 
d'élucider sa signification. 
Dans une initiative visant à déterminer si les focis se situaient dans un endroit 
spécifique du noyau, nous avons utilisé un marqueur nucléolaire comme référence. 
L'utilisation de la protéine de fusion Gar2-RFP (GULLI et al., 1995), une protéine 
nucléolaire requise pour la maturation des ARN ribosomaux, montre que les focis sont 
exclus du nucléole (Jbel et al., non publié). Il n'est pas étonnant d'obtenir ce résultat 
puisque le nucléole est associé à l'hétérochromatine et représente le siège de la transcription 
des ARN ribosomaux. Une approche par FISH, en utilisant des sondes spécifiques aux 
promoteurs régulés par Fepl, pourrait cependant être plus informative concernant la 
localisation des focis. 
2.1.3. Domaines impliqués dans l'interaction Fepl-Grx4 
Les domaines impliqués dans l'interaction de Fepl avec Grx4 ont été étudiés par 
une approche de double hybride chez S. cerevisiae (manuscrit #2, figures 3 à 8). La 
contribution de chacun des deux domaines, TRX et GRX, de Grx4 en regard avec sa 
fonction de régulateur de l'activité de Fepl a été déterminée (manuscrit #2, figure 9). Au 
terme de ces travaux, nous avons pu comprendre en partie les déterminants moléculaires du 
mécanisme permettant la régulation de Fepl par Grx4 en situation de carence de fer. En 
effet, nous avons déterminé que les domaines TRX et GRX s'associent aux régions C-
terminale (région 405 à 501) et N-terminale (région 2 à 359) de Fepl, respectivement 
(manuscrit #2, figures 5, 6 et 7). 
Une caractérisation plus fine de la région 405 à 501 de Fepl a permis de révéler 
l'importance des deux motifs 522LLIIL536 et 414LPPILP419 pour son interaction avec Grx4 
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(Figure 12) (JBEL et LABBÉ, non publié). Le motif 522LLIIL536 permet à Fepl 
d'homodimériser par la formation d'une fermeture éclair de leucines (PELLETIER et al, 
2005). Sa mutation en résidus alanine diminue fortement l'interaction de Fepl avec Grx4 
(Figure 12). Cette baisse notable illustre l'importance de l'homodimérisation de Fepl pour 
son association avec Grx4. Cet aspect va être décrit à la section 2.1.5. Le motif 
414LPPILP419, dont la mutation abolit totalement l'interaction de Fepl avec Grx4 (Figure 
12) est particulièrement conservé parmi les homologues de Fepl. La perte d'interaction 
observée suite à sa mutation corrèle très bien avec des données génétiques obtenues. En 
effet, la mutation du motif 414LPPILP419 dans la protéine de fusion TAP-Fepl diminue 
fortement son inhibition par Grx4 en carence de Fe (JBEL et LABBÉ, non publié). Il serait 
intéressant de déterminer le niveau d'association de Grx4 avec celui de la protéine de fusion 
TAP-Fepl et de le comparer avec celui obtenu pour la version mutée du motif 
4I4LPPILP419. De plus, étant donné que ce motif fait aussi partie de la région minimale de 
Fepl permettant son interaction avec Tupi 1, on pourrait s'imaginer qu'il est requis pour la 
liaison du corépresseur (ZNAIDI et al, 2004). Cependant, la mutation du motif 
414LPPILP419 n'affecte pas l'interaction Fepl- Tupll, soulignant ainsi sa spécificité pour 
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Figure 12. Rôles des motifs 522LLIIL536 et 414LPPILP419 dans l'interaction de 
Grx4 avec Fepl. Essai double hybride effectué chez S .cerevisiae montrant les niveaux 
d'interaction (indiqués en Unités Miller) selon le statut en Fe (Dip: carence en Fe et FeC^: 
excès en Fe). Les molécules appâts utilisées sont les protéines de fusions LexA-Tupl 1 ou 
bien LexA-Grx4. Les molécules proies utilisées sont la protéine de fusion VP16-Fepl ou 
ses variantes mutées : LP mutant (motif 414LPPILP419 muté) et LZIP mutant (motif 
522LLIIL536 muté). 
De plus, nous avons étudié le rôle des motifs de la région 2 à 359 en regard avec 
l'interaction entre Fepl et Grx4. Ces motifs correspondent aux résidus nécessaires pour la 
fonction de liaison à l'ADN de Fepl. Les résultats obtenus ont révélé que cette interaction 
se situe principalement au niveau du deuxième motif à doigts de zinc de Fepl, ZF2 (Figure 
13) (JBEL et LABBÉ, non publié). L'absence de l'un ou l'autre des deux motifs à doigts de 
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zinc révèle que leur contribution pour l'interaction est différente. Si la délétion du ZF2 
diminue l'association avec Grx4, celle du ZF1 ne la modifie pas (Figure 13). Ces données 
corrèlent très bien avec la contribution de chacun des deux doigts de zinc pour la liaison de 
Fepl à la chromatine, au niveau de laquelle ZF2 s'avère être essentiel alors que ZF1 l'est 
beaucoup moins (manuscrit #1, figures 5 et 8). Par ailleurs, les résidus cystéines du CRD 
ainsi que le motif 184RRDE187 semblent être non requis pour l'interaction avec Grx4 (Figure 
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Figure 13. Rôles des motifs à doigts de zinc au niveau de l'interaction entre 
Grx4 et la région N-terminale de Fepl. Essai double hybride effectué chez 
S .cerevisiae montrant les niveaux d'interaction (indiqués en Unités Miller) selon le statut 
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en Fe (Dip: carence en Fe et FeCb: excès en Fe). La construction appât utilisée est LexA-
Grx4 et les constructions proies sont la construction VP 16-2Fepl359 .ainsi que des variantes 
mutées de cette dernière protéine de fusion. 
2.1.4. Rôle des régions non conservées de Grx4 dans l'interaction avec Fepl 
L'analyse de l'évolution des mGrxs montre une forte conservation au niveau des 
deux domaines fonctionnels TRX et GRX. Par contre, les régions flanquantes à ces deux 
domaines montrent une forte hétérogénéité et sont donc spécifiques à chaque mGrx. Il est 
donc fort probable que durant l'évolution des mGrxs, ces régions ont évolué plus 
rapidement que les domaines TRX et GRX. Ces régions sont donc les domaines qui ont 
permis à chaque mGrx de s'adapter à leur environnement et de discriminer leurs protéines 
cibles respectives qu'elles régulent. Cependant, jusqu'à tout récemment, aucune fonction n'a 
été attribuée à ces domaines. La première réponse fut amenée par les récents travaux du 
groupe de Lill qui démontrent l'importance de ces régions chez S. cerevisiae (HOFFMANN 
étal., 2011). Ces auteurs ont observé que la substitution de l'extrémité C-terminale de Grx4 
de S. cerevisiae (résidus 228 à 244) par ceux de Grx4 de S. pombe (résidus 229 à 244) 
donne lieu à une protéine chimère incapable de lier Aftl, qui elle est normalement la 
protéine cible de Grx4 de S. cerevisiae (HOFFMANN etal., 2011). 
Dans ce contexte, on a examiné le rôle potentiel de ces régions peu conservées dans 
l'interaction de Grx4 avec Fepl. En effet, dans le manuscrit #2, les domaines TRX et GRX, 
tels que nous les avions définis, englobaient ces régions (zones en gris foncé de Grx4 dans 
les dessins des peptides utilisés pour les essais de double hybride) (manuscrit #2, figures 6, 
7 et 8). Ainsi, le domaine GRX s'étendait du résidu 105 à 244 et englobait les deux 
extrémitéss 105 à 161 (en N-terminal) et 229 à 244 (en C-terminal). Nous avons donc 
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étudié le rôle du domaine 229 à 244 dans l'interaction du domaine GRX avec Fepl et Php4. 
On a ainsi déterminé que lorsque le segment 229 à 244 est échangé par son homologue 
chez S. cerevisiae, l'interaction du domaine GRX avec Fepl n'est pas affectée 
contrairement à celle avec Php4 (JBEL et al, non publié). La spécificité de la région C-
terminale de Grx4 (segment 229 à 244) pour Php4 corrèle avec celle de Grx4 chez S. 
cerevisiae pour Aftl (HOFFMANN et al, 2011). Cette région s'avère donc requise pour la 
liaison de Php4 et Aftl et corrèle avec la similarité du mode de leur régulation via un 
export du noyau en situation d'excès de Fe (MERCIER et LABBE, 2009; YAMAGUCHI-
IWAI et al, 2002). Ces résultats suggèrent aussi que les deux régions flanquantes du 
domaine GRX permettent à Grx4 de distinguer entre deux cibles chez S. pombe, soient 
FepletPhp4. 
2.1.5. Structure hétérodimèrique du complexe Fepl-Grx4 
2.1.5.1. Coordination de centre Fe-S par Grx4 
Il est bien connu que les glutarédoxines peuvent dimériser en présence du glutathion 
(GSH) et ce, en coordonnant un centre Fe-S du type [2Fe-2S] via leur domaine GRX 
(IWEMA et al, 2009; JOHANSSON et al, 2007; LI et al, 2009). Au niveau des homo-
dimères formés, le centre Fe-S est lié par quatre groupements thiols provenant de deux 
molécules de GSH et de deux résidus cystéines des deux domaines GRX liés (Figure 14). 
Ces résidus cystéines font partie du motif conservé CGFS du domaine GRX, qui en 
l'occurrence correspondrai à la cystéine C172 de Grx4. 
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Figure 14. Structures cristallographiques montrant la coordination de centres 
Fe-S du type [2Fe-2S] par des dimères de giûtarédoxines. La coordination des centres 
Fe-S (Fe en bleu et S en jaune) implique les groupements thiols (en jaune) de deux 
molécules de gjutathion (GSH) ainsi que ceux de deux résidus cystéines provenant des 
giûtarédoxines. (A) Structure de la dithiolglutarédoxine hGrx2 de l'homme (PDB — 2HT9, 
(JOHANSSON et al., 2007)). (B) Structure de la monothiolglutarédoxine Grx4 d'E. coli 
(PDB - 2WCI, (IWEMA ét al., 2009)). 
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La coordination de centres Fe-S peut être détectée au niveau de ces complexes 
protéiques exprimés chez E. coli en présence de Fe. Une fois les extraits bactériens 
préparés, ils sont enrichis par chromatographic et détectés grâce à leur coloration rouge au 
niveau des fractions chromatographiques dans lesquels ils sont élués. La présence d'un 
centre Fe-S peut être révélée par spectrométrie UV-Visible. Un balayage de longueurs 
d'ondes entre 300 et 600 nm donne des spectres possédant une signature particulière se 
caractérisant par la présence de pics d'absorbance précis (DAILEY et al, 1994). Nos 
résultats ont montré que Grx4 de S. pombe peut lier un centre Fe-S (JBEL et LABBÉ, non 
publié). Le spectre d'une protéine de fusion MBP-Grx4 purifiée en présence de Fe montre 
la présence d'un pic d'absorbance entre les longueurs d'ondes 400 et 450. La mutation de la 
çystéine 172 ainsi que la délétion du domaine GRX de cette protéine provoquent l'abolition 
totale de ce pic. Ces données sont supportées par des essais de double hybride chez S. 
cerevisiae dans lesquels l'interaction Grx4-Grx4 est fortement diminuée lorsque le domaine 
GRX est délété ou bien lorsque la cystéine 172 est mutée (JBEL et LABBÉ, non publié). 
De plus, nous avons pu montrer que la formation d'un centre Fe-S par Grx4 est impossible 
si elle est purifiée à partir de cultures bactériennes traitées par un chélateur de Fe, le 2,2'-
dipyridyle (DIP) (JBEL et LABBÉ, non publié). Il est aussi connu que les centres Fe-S sont 
sensibles à la fois à l'oxydation par l'oxygène et à la réduction par des agents chimiques 
comme le dithionite (ZHANG et al, 2008). Nos résultats ont montré aussi que la 
coordination du centre Fe-S par Grx4 est déstabilisée en présence du dithionite ou bien 
suite à une exposition à l'oxygène pour une période de 6 heures (JBEL et LABBE, non 
publié). Il devient clair que tout comme ses homologues, Grx4 forme des dimères en 
présence de Fe et ce, via la coordination d'un centre Fe-S par le domaine GRX. 
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2.1.5.2. Évidences du modèle d'interaction par hétérodimères 
La dimérisation des mGrxs par la coordination de centres Fe-S fut toujours 
déterminée in vitro. L'existence de tels complexes in vivo a été récemment démontrée chez 
S. cerevisiae (HOFFMANN et al, 2011). Nous pouvons envisager alors que lorsque les 
niveaux de fer sont élevés dans la cellule, les domaines GRX initient la formation de 
dimères, empêchant ainsi leur association à d'autres protéines partenaires. Il n'est donc pas 
exclu que la baisse d'interaction observée entre Fepl et le domaine GRX en présence de Fe 
(Figure 13) et (manuscrit #2, figures 7 et 8) soit due à l'indisponibilité de ce dernier. Cette 
hypothèse est supportée par les données génétiques obtenues dans la figure 9 du manuscrit 
#2. En effet, l'incapacité du mutant Cl72A de la protéine de fusion Grx4-GFP à réguler la 
fonction de Fepl est associée à son incapacité à dimériser en coordonnant un centre Fe-S 
(JBEL et LABBÉ, non publié). Nous savons aussi que l'association de Fepl avec Grx4 est 
maintenue par une interaction de type échafaud constitutive et forte via le domaine TRX et 
la région C-terminale de Fepl (manuscrit #2). Comme la mutation du motif 522LLIIL536, 
permettant la dimérisation de Fepl, affecte fortement l'interaction de Fepl avec Grx4 
(Figure 12), il est fort probable que cette interaction soit favorisée par l'assemblage des 
homodimères Fepl-Fepl. 
Les résultats issus du manuscrit #2, ainsi que les données non publiées décrites ci-
haut, suggèrent un mode d'interaction entre Fepl et Grx4 sous la forme d'hétérodimères qui 
peut être résumé dans le modèle décrit dans la Figure 15. Ce modèle permettrait d'expliquer 
le mode d'action de Grx4 et son effet inhibiteur sur Fepl suite à une condition pauvre en 
Fe. Il en demeure que ce modèle mérite d'être consolidé en déterminant, par des essais de 
ChIP, si Grx4 fait partie réellement du complexe de répression de la transcription inité par 
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Fepl. De plus, il serait très intéressant de déterminer si Grx4 influence la formation de ce 
complexe, notamment, l'association de Fepl avec les compresseurs Tupi 1 et Tupl2. 
frpî*t fiôl* 
fipl', strl/2/i' 
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Figure 15. Modèle proposé pour le mécanisme permettant l'inactivation de 
Fepl par Grx4 lors d'une carence en Fe. En carence de Fe, le domaine GRX de Grx4 
s'associe à la région N-terminale de Fepl inhibant ainsi sa capacité à lier l'ADN ainsi que 
son effet répresseur sur l'expression génique. En présence de Fe, Grx4 formerait des 
homodirnères et ce, en coordonnant un centre Fe-S via son domaine GRX. Dans cet état, le 
domaine GRX ne pourrait plus exercer son effet inhibiteur sur le domaine de liaison à 
l'ADN de Fepl, permettant à ce dernier de réprimer l'expression génique. 
2.2. Mécanismes activant la fonction de Fepl 
2.2.1. Activation par liaison directe du Fe 
L'hypothèse d'une détection du changement du statut en ter par Fepl moyennant 
une liaison directe est très plausible. Les atomes de fer ou les centres Fe-S fixés par Fepl 
- 
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auront pour conséquence de l'activer et ce, en changeant son affinité pour l'ADN. Une telle 
modulation de la fonction d'un régulateur homéostatique du Fe par une liaison directe a été 
déjà rapportée dans la littérature, notamment, pour les protéines Fur chez E. coli et IRP1 
chez les mammifères. La protéine Fur est un répresseur transcriptionnel des gènes de 
l'acquisition du fer qui est activé suite à une liaison du fer ferreux (BAGG et NEILANDS, 
1987). La protéine IRP1, quant à elle, assuré deux fonctions distinctes selon le statut en fer 
de la cellule. Lors d'une carence, elle agit comme un régulateur de l'homéostasie du Fe par 
un mécanisme de régulation post-transcriptionnel des ARNm des protéines impliquées dans 
le métabolisme du Fe (HENTZE et al., 2004). Sous cette forme, IRP1 lie préférentiellement 
des séquences IREs (Iron-Responsive Elements) qui se présentent sous la forme de 
structures tiges boucles au niveau des régions 5' et 3' non-codantes des transcrits. La liaison 
d'IRPl aux IREs en 5' des ARNms, notamment celui de la ferritiné, empêche leur 
traduction en bloquant le passage des ribosomes. Par contre, la liaison d'IRPl au IREs en 3' 
des transcrits a pour effet de stabiliser ces derniers afin que leur traduction soit plus 
efficace. Un transcrit stabilisé par IRP1 est celui de la transférine. Lorsque les niveaux de 
Fe s'élèvent, IRP1 coordonne vin centre Fe-S [4Fe-4S] modifiant ainsi sa conformation. La 
protéine IRP1 acquiert alors une activité aconitase cytosolique (HENTZE et al., 2004). 
Tout comme Furl et IRP1, l'activité de Fepl pourrait aussi être modulée par une 
liaison directe d'atomes de Fe. Nos résultats ont montré que la protéine de fusion MBP-
2Fepl241, correspondant au domaine de liaison à l'ADN, peut lier directement le Fe (JBEL 
et LABBÉ, non publié). Lorsque la protéine est purifiée par chromatographic à partir 
d'extraits provenant d'E. coli, les fractions protéiques qui le contiennent montre un spectre 
UV-Visible témoignant de la fixation d'atomes de Fe (JBEL et LABBÉ, non publié). Ce 
spectre possède des pics d'absorbance entre les longueurs d'ondes 400 et 450 nm, ainsi 
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qu'une couleur rougeâtre prononcée et ce, surtout si les bactéries avaient été cultivées au 
préalable en conditions de concentrations élevées de Fe (JBEL et LABBÉ, non publié). 
Des résultats similaires ont été aussi obtenus pour d'autres facteurs GATA, 
notamment SRE chez N. crassa et Srel chez H. capsulatum (CHAO et al, 2008; 
HARRISON et MARZLUF, 2002). Il a été démontré que ces protéines montrent des pics 
dans les spectres UV-Visible aux alentours de 400 à 450 nm (HARRISON et MARZLUF, 
2002). L'analyse de Srel par spectrométrie de masse démontre qu'un monomère de type 
sauvage contient ~ 0,5 atomes de fer. Par contre, sa version mutante pour les résidus 
cystéines contient seulement ~ 0,06 atomes de fer (CHAO et al., 2008). Cependant, la 
nature exacte du Fe lié par les facteurs GATA homologues à Fepl demeure un sujet à 
débat et il est proposé que ces protéines pourraient peut-être lier à la fois un centre Fe-S 
(HARRISON et MARZLUF, 2002) et/ou du Fe inorganique sous la forme ferrique (Fe3+) 
(CHAO et al., 2008). 
Nos résultats actuels suggèrent que la fonction de Fepl pourrait dépendre à la fois 
de sa supplémentation en Fe inorganique et en centres Fe-S. En effet, des essais de retard 
sur gel utilisant la forme apo de la protéine MBP-2Fepl241, montrent que sa 
supplémentation en FeCl3 exogène rétablit sa capacité à lier l'ADN ((MERCIER et al, 
2006), Jbel et al, non publié). D'autre part, la régulation des gènes cibles de Fepl est 
intimement associée à la voie de biogenèse des centres Fe-S. Ce dernier aspect sera 
développé dans la section 2.2.2 (JBEL et al., non publié). 
Ainsi, nos résultats et ceux rapportés dans la littérature suggèrent que l'aptitude à 
lier le fer in vitro est une caractéristique générale des facteurs GATA homologues à Fepl. 
Cette liaison aurait lieu de préférence au niveau du CRD. Cette région pourrait expliquer la 
spécificité de Fepl et de ses homologues pour la régulation de l'homéostasie du fer, 
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permettant de les différencier des autres facteurs GATA, notamment, ceux présents chez les 
vertébrés. Ces derniers sont aussi des facteurs à doigts de zinc. Cependant, ils sont 
dépourvus de CRD et forment un groupe phylogénétique distinct de Fepl et de ses 
homologues (LOWRY et ATCHLEY, 2000). Parmi ces facteurs GATA, les protéines 
GATAI à 6 régulent des gènes ayant des rôles clés dans le développement et la 
maintenance des cellules érythrocytaires ainsi que de celles du système immunitaire (IM et 
al, 2005; WEISS et ORKIN, 1995). 
De façon intrigante, d'autres données in vitro dans la littérature suggèrent que les 
doigts de zinc des facteurs GATA auraient la possibilité de lier du Fe à la place du Zn. En 
effet, il a été démontré, grâce à des essais de retard sur gel, que le ZF2 du facteur GATAI 
peut lier d'autres métaux tels que Fe, Co et Cd et conserver sa capacité à lier l'ADN 
(OMICHINSKI et al., 1993). Le cas du fer se révèle le plus intéressant puisqu'il est le seul 
ion à augmenter l'affinité de ZF2 pour l'ADN (OMICHINSKI et al., 1993). Plus 
récemment, les travaux du groupe de Marietta ont montré par spectrométrie de masse que la 
mutation des deux cystéines du ZFl ou du ZF2 de Srel diminue le nombre d'atomes de fer 
par monomère de ~ 0,5 à ~ 0,2 (CHAO et al., 2008). Il devient donc tentant de croire qu'il 
ya aurait la liaison d'atomes de Fe au niveau du ZF2. 
2.2.2. Rôle de la voie mitochondriale de biôgenèse des centres Fe-S (ISC) 
Comme décrit dans l'introduction, la mitochondrie est le siège d'assemblage des 
centres Fe-S. Il a çté démontré chez S. cerevisiae que l'activité d'Aftl dépend du bon 
fonctionnement de cette voie, qui exporterait dans le cytosol une molécule impliquée dans 
la transduction du signal communiquant la présence d'excès de Fe (Figure 9) (CHEN et al., 
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2004; RUTHERFORD et al, 2005). Parmi les composantes importantes du ISC, les rôles 
particuliers des protéines Yfhl et Atml, ainsi que celui du GSH ont été bien établis. Chez 
S. pombe, nous avons testé si ces dernières composantes étaient requises pour 
communiquer la présence d'excès de Fe à Fepl. Les analyses des souches yfhl A et atml à 
donnent un phénotype identique à celui d'une souche fepl A (JBEL et al., non publié). Des 
résultats similaires ont été obtenus lorsque le gène gcsl+, qui code pour l'enzyme 
permettant la synthèse du GSH, est délété (JBEL et al., non publié). Ces résultats 
démontrent que le fonctionnement de l'ISC est aussi nécessaire pour le jaugeage du statut 
en Fe par Fepl. 
En plus d'être dépendante du ISC, la fonction , d'Aftl dépend aussi des protéines 
cytosoliques Grx3 et Grx4, ainsi que de leurs partenaires Frai et Fra2 comme décrit dans la 
section 5.2.3 de l'introduction (KUMANOVICS et al., 2008; LI et al., 2011a; OJEDA et 
al., 2006; PUJOL-CARRION et al., 2006). Chez S. pombe, ce mode de régulation s'avère 
être non élucidé. Nous avons déterminé un rôle particulier de Grx4 dans l'inactivation de 
Fepl en situation de carence de fer (manuscrit #2). De façon intrigante, les orthologues 
potentiels de Frai et Fra2 (SPAC8C9.il, SPCC4B3.11c et SPBC16E9.06c) semblent être 
impliqués dans la régulation de la fonction de Fepl, contrairement à celle de Php4 
(MERCIER et LABBÉ, non publié). 
Il est connu que l'assemblage des centres Fe-S des protéines cytosoliques et 
nucléaires requièrent une machinerie cytosolique spécialisée appelée le CIA (cytosolic Fe-S 
protein assembly) (LILL, 2009). Parmi les protéines du CLA, les rôles de Cial, Narl et 
Dre2 ont été bien caractérisés chez S. cerevisiae. Ces protéines ont la particularité d'être 
essentiels pour la viabilité cellulaire (BALK et al., 2004; BALK et al., 2005; ZHANG et 
al, 2008). Étant donné nos résultats in vitro, section 2.2.1, suggérant la présence d'un 
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centre Fe-S au niveau de Fepl, il n'est pas exclu qu'/n vivo le CIA soit impliqué. Il serait 
donc intéressant de déterminer la régulation de Fepl via les orthologues de Cial 
(SPAC806.02c), Narl (SPCC1450.1Oc) et Dre2 (SPBC337.10c) chez S. pombe. Pour cela, 
il suffit de déterminer la fonctionnalité de Fepl dans des souches dont l'expression de ces 
cadres de lectures est contrôlée par un promoteur pouvant être induit et ensuite éteint afin 
de vérifier la fonction de Fepl en absence de l'activité des composantes du CIA. 
De plus, il existe des protocoles bien établis permettant de quantifier l'incorporation 
d'atomes de Fe radioactif 55Fe in vivo au niveau de protéines cibles qui ont été 
immunopurifïées (PIERIK et al., 2009; STEHLING et al., 2007). Il est donc envisageable 
d'utiliser une protéine de fusion TAP-Fepl et de quantifier la proportion de 55Fe au niveau 
de billes IgG sépharose utilisées lors de la purification. L'emploi de souches dans lesquelles 
le ISC et le CIA ont été inactivés permettrait d'identifier s'ils affectent l'incorporation du 
55Fe dans Fepl. Une autre alternative serait d'effectuer des essais de reconstitution in vitro 
de centres Fe-S en utilisant la forme apo de Fepl. Pour ce faire, une activité cystéine 
désulfurase, de la 35S-L-cystéine ainsi qu'une source de Fe2+ (FeSo4) seraient requises. La 
cystéine désulfurase catalyserait alors la réaction suivante: Apo-Fepl + S-L-Cystéine + 
Fe2+ —*• Holo-Fepl(Fe-35S) + L-Alanine et les centres Fe-S incorporés dans Fepl 
pourraient être quantifiés par autoradiographie. 
3. La levure à fission comme modèle pour l'étude de l'homéostasie du fer chez les 
levures pathogènes : cas de Candida albicans 
Comme décrit précédemment dans la section 6 de l'introduction, la régulation de 
l'homéostasie du fer chez les ievures pathogènes utilise des mécanismes très similaires à 
ceux retrouvés chez S. pombe. On retrouve chez ces levures pathogènes des homologues 
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aux deux protéines régulatrices Fepl et Php4. Dans cette section, le cas particulier de C. 
albicans est pris en considération. Afin d'illustrer cette conservation de la fonction des 
régulateurs de l'homéostasie du fer, nous nous sommes intéressés au cas de Sful, le 
régulateur du système d'acquisition du fer de la levure pathogène C. albicans. Dans le 
manuscrit #3, nous avons démontré que son expression hétérologue dans S. pombe peut 
complémenter la fonction de Fepl dans une souche feplA. Ainsi, la protéine Sful régule 
parfaitement les gènes cibles de Fepl et ce, par un mécanisme de répression de la 
transcription qui dépend de la présence de fer (manuscrit #3, figure 4). La régulation de 
l'expression génique Sful-dépendante utilise aussi les éléments en cis 5'-AGATAT-3' 
auxquels Sful s'associe directement en présence de fer (manuscrit #3, figure 5, 6 et 7). 
Enfin, tout comme Fepl, la répression de la transcription médiée par Sful se fait par un 
mécanisme de recrutement des corépresseurs généraux, en occurrence Tupll et Tupi2 
(manuscrit #3, figure 8 et 9). 
Il devient donc évident que la forte homologie de séquence entre Fepl et Sful se 
traduit par l'utilisation de mécanismes d'action similaires pour ces deux régulateurs afin de 
maintenir l'homéostasie du fer. À plus large échelle, une requête par BLAST de la séquence 
de Fepl contre la base de données UniProt-Fungy a fourni un grand nombre d'homologues 
(e.g. 168 BLAST Hits potentiels), témoignant de la haute conservation du mécanisme de 
régulation utilisé par la levure à fission dans le règne des champignons. 
L'implication de la glutarédoxine Grx4 dans la régulation de la fonction de Fepl 
observée chez la levure à fission ne peut pas être un cas isolé, puisque des protéines 
homologues à Grx4 se retrouvent aussi chez les levures filamenteuses (observations 
personnelles). Chez C. albicans, il existe quatre mGrxs potentielles (Grxl, Grx2, Grx3 et 
Grx5) qui pourraient assurer la même fonction que celle de Grx4 chez S. pombe. 
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Cependant, un alignement de séquences de ces quatre mGrxs avec celles de Grx4 de S. 
pombe et de S. cerevisiae montre que seule Grx3 de C. albicans possède les deux motifs 
consensus WAGPCK et CGFS, ainsi que les deux domaines TRX et GRX (observations 
personnelles). Parmi ces quatre mGrxs, seule l'expression de Grxl est fer-dépendante (LAN 
et al., 2004). Récemment, il a été déterminé que Grxl n'est pas impliquée dans la régulation 
de la fonction d'Hap43, l'homologue fonctionnel de Php4 chez C. albicans (HSU et al, 
2011). Ce résultat n'est pas étonnant puisque Grxl de C. albicans possède très peu 
d'homologie avec Grx4 de S. pombe. Hsu et al. auraient dû cibler Grx3 à la place. Il serait 
donc très intéressant de tester le rôle de Grx3 dans la régulation de la fonction de Sful chez 
C. albicans. Dans le cas où l'hypothèse de la régulation de Sful par la glutarédoxine Grx3 
est vraie, on peut spéculer que l'inactivation de cette glutarédoxine générera un phénotype 
du type gain de fonction pour Sful. Ce phénotype potentiel serait alors associé à un arrêt de 
l'acquisition du Fe chez C. albicans et par conséquent une baisse de son pouvoir infectieux. 
De plus, dans le cas où la fonction de Sful est réellement régulée par Grx3, il serait 
tentant de penser au développement d'inhibiteurs de cette régulation. Ceci pourrait se faire 
via un design rationnel des structures prédites par chacune des molécules afin d'inhiber 
l'association de ces deux protéines. Pour ce faire, il faudrait disposer de structures 
cristallographiques des régions cibles d'intérêt de ces deux protéines. Parmi les régions 
d'intérêt que l'on pourrait cibler, les régions de Sful couvrant les deux motifs 3I4LPPISY319 
et 434LPPITN439 se situant dans son extrémité C-terminale seraient intéressantes. Ces motifs 
sont très similaires au motif 4I4LPPILP419 de Fepl, qui est important pour son association 
avec Grx4 (Figure 12). Il est aussi fort probable que les motifs cités ci-haut de Sful soient 
aussi importants pour son association avec Grx3 : cette hypothèse gagnerait donc à être 
testée. Étant donné l'importance de l'acquisition du fer chez C. albicans pour sa 
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pathogénicité, le design de molécules qui interféraient au niveau de l'association entre Sful 
et Grx3 pourrait devenir un moyen pour le développement de nouvelles drogues anti-
fongiques. 
L'utilisation de nouveaux inhibiteurs pourrait aussi servir dans le développement de 
nouvelles classes d'agents anti-fongiques. En effet, il est connu que certaines souches 
isolées à partir des milieux cliniques présentent des résistances pléiotropiques aux agents 
antifongiques actuels (KONTOYIANNIS et LEWIS, 2002a). Ces antifongiques se 
classifïent en cinq grandes classes et ont pour cibles, soit la synthèse des acides nucléiques 
(analogues de pyrimidine fluorés), ou soit la biosynthèse de composantes importantes de la 
paroi cellulaire, notamment, l'ergostérol (polyènes, allylamines et azoles) et le 1,3 p-D-
glucane (echinocandin) (MONK et GOFFEAU, 2008). Les résistances pléiotropiques se 
font par un mécanisme bien conservé chez les levures qui a été bien caractérisé chez S. 
cerevisiae (GULSHAN et MOYE-ROWLEY, 2007). Cette résistance met en jeu Pdr5, un 
transporteur de type ABC à la surface cellulaire, qui se charge de l'expulsion de l'anti-
fongique (BALZI et al, 1994). L'expression de Pdr5 est contrôlée par deux facteurs de 
transcription, Pdrl et Pdr3, qui sont activés suite à la fixation du xénobiotique (fongicide) à 
leur domaine XBD (xenobiotic binding domain) (BALZI et al., 1987; THAKUR et al., 
2008). Chez C. albicans, les rôles de Crdl et Crd2, tous deux homologues de Pdr5 chez S. 
cerevisiae, dans la résistance multiple aux antifongiques de la classe des azoles, 
notamment, celle au fluconazole (FLC), ont été bien documentés (PEREA et al., 2001; 
PRASAD et al., 1995; SANGLARD et al., 1997). Ce type particulier de fongicide agit en 
bloquant le sentier de production de l'ergostérol et ce, en inhibant l'activité de la lanostérol 
déméthylase Ergll, une enzyme clé de la voie de biosynthèse de l'ergostérol (KELLY et 
al, 1995). La résistance au FLC se fait donc par une sur-expression de Cdrl, Cdr2 et 
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Ergll, mais aussi par le développement de versions mutantes de Erg 11 non ciblée par le 
fongicide (KONTOYIANNIS et LEWIS, 2002b). 
Chez C. albicans, la relation entre l'homéostasie du Fe et la voie de synthèse de 
l'ergostérol a été démontrée dans une étude de micropuces à ADN (LAN et al., 2004). 
L'expression des deux gènes ERG 3 et ERG11, codant pour deux enzymes importantes dans 
la synthèse de l'ergostérol, est dépendante du statut en Fe. Lors d'une carence en Fe, 
l'expression d'ERG 3 est augmentée, alors que celle $ ERG 11 est diminuée (LAN et al, 
2004). La relation entre l'expression fer-dépendante d'ERGll et l'augmentation de la 
sensibilité de C. albicans au FLC a aussi été établie (PRASAD et al, 2006). Ainsi, la 
carence en Fe par l'usage de chélateurs de Fe ou bien, suite à l'inactivation des perméases 
Ftrl et Ftr2, induit la baisse de l'expression de Ergll, provoquant une diminution de la 
production de l'ergostérol de 30% et une augmentation de la perméabilité membranaire de 
40% chez C. albicans (PRASAD et al., 2006). De plus, l'augmentation de la sensibilité in 
vivo au FLC de souches ERG3A a été aussi rapportée (MIYAZAKI et al, 2006). Chez S. 
pômbe, l'expression de egrll+ (homologue d'ERGll) est régulée par Php4 (MERCIER et 
al, 2008). Par contre, celle de erg32+ (homologue d'ERG3) est potentiellement régulée par 
Fepl (Table 1). Ainsi, chez C. albicans, les gènes ERG3 et ERG11 seraient potentiellement 
régulés par Sful et Hap43, respectivement. Il serait alors tentant de valider cette hypothèse 
et de déterminer le pouvoir infectieux de souches de C. albicans dans lesquelles 
l'expression d'ERG3 et ERG 11 est réprimée constitutivement et ce, suite à l'inactivation de 
la glutarédoxine Grx3 (l'homologue de Grx4 de S. pombé). Si ces hypothèses sont valides, 
elles pourraient représenter le point de départ pour la mise en place de nouvelles stratégies 
pour le développement d'agents antifongiques plus efficaces en leur associant des 
molécules inhibitrices ciblant la régulation de Sful ou Hap43 via la glutarédoxine Grx3. 
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